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1 Einleitung 
Als weltweit häufigste Todesursache [111] kommt der ischämischen Herzerkrankung sowohl im 
klinischen Alltag als auch im Bereich der Forschung eine besondere Bedeutung zu. Selbst bei optimaler 
Therapie weißt diese Erkrankung eine hohe Morbidität und Mortalität auf, so dass neue 
Therapiestrategien benötigt werden. Die Reduktion des Einflusses des Ischämie-
Reperfusionsschadens (IRI) stellt einen solchen Ansatz dar. [39] 
1.1 Ischämische Herzerkrankung 
Bei der Betrachtung der ischämischen Herzerkrankung ist eine chronische Form, die koronare 
Herzkrankheit (KHK), von einer akuten Form, dem akuten Koronarsyndrom (ACS), zu unterscheiden. 
„Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist die Manifestation der Artherosklerose an den 
Herzkranzarterien.“ [18] Sie führt häufig zu einem Missverhältnis zwischen Sauerstoffbedarf und 
Sauerstoffangebot im Herzmuskel. Unter dem Begriff „Akutes Koronarsyndrom“ werden dabei die 
Phasen der koronaren Herzerkrankung zusammengefasst, die unmittelbar lebensbedrohlich sind. 
Hierzu gehören die instabile Angina, der akute Myokardinfarkt und der plötzliche Herztod. [18] 
1.1.1 Therapie der koronaren Herzerkrankung 
„Wesentliche Ziele der Behandlung der chronischen KHK sind eine Steigerung der Lebensqualität […], 
die Prävention der klinischen Manifestation der KHK, insbesondere des Myokardinfarktes und der 
Herzinsuffizienz sowie die Reduktion der Sterblichkeit.“ [18] Therapeutisch spielen neben der 
interventionellen Revaskularisation auch eine medikamentöse Sekundärprophylaxe sowie eine 
Modifikation der beeinflussbaren Risikofaktoren eine große Rolle. [18] 
1.1.2 Therapie des akuten Koronarsyndroms 
Das ACS wird bei der Wahl der Therapie nach der Präsenz von persistierenden ST-Hebungen im EKG 
eingeteilt. Im Gegensatz zur chronischen KHK steht bei der Therapie des ACS das Abwenden der 
unmittelbaren Lebensgefahr im Vordergrund. In der primären Therapie des ACS hat, neben den 
allgemeinen Basismaßnahmen, die medikamentöse Therapie die größte Bedeutung. Angriffspunkte 
sind die Steigerung des Sauerstoffangebotes, die Senkung des myokardialen Sauerstoffbedarfs, eine 
adäquate Analgesie sowie eine Antikoagulation und eventuell eine Thrombolyse. Im stationären Setting 
werden diese Maßnahmen durch interventionelle und operative Verfahren zur koronaren 
Revaskularisation ergänzt. Bei der Therapie des ACS kommt dem Faktor Zeit eine besondere 
Bedeutung zu, da der myokardiale Schaden mit der Ischämiezeit korreliert. Die Nachbehandlung des 
ACS stützt sich neben der Vermeidung von Risikofaktoren auf eine medikamentöse 
Thrombozytenaggregationshemmung und Plaquestabilisierung. [114] 
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1.2 Ischämische (Remote)-Präkonditionierung 
Auf der Suche nach neuen Ansätzen für die Therapie der ischämischen Herzerkrankung konnten Murry 
et al. (1986) im Tiermodell zeigen, dass ein präinterventioneller Verschluss von Koronararterien mit 
anschließender kurzzeitiger Reperfusion des Herzmuskels vor einem länger andauernden Verschluss 
Selbiger inklusive abschließender Reperfusion, das histologisch gesicherte Infarktareal im Vergleich zu 
einer Kontrollgruppe deutlich reduzieren konnte [72]. Aufgrund dieses Experimentes wurde der Begriff 
der „ischämischen Präkonditionierung“ (IPC) geprägt. In der Praxis war dieses Verfahren jedoch 
schlecht umsetzbar, da durch ihre hohe Invasivität die Methode praktisch nur im Rahmen elektiver 
Herzoperationen vertretbar war [41]. Den Grundstein zur Lösung dieses Problems legten die Autoren 
Przyklenk et al. (1993) mit ihrem Konzept der ischämischen Remote-Präkonditionierung (RIPC). Die 
Autoren konnten zeigen, dass ein kurzzeitiger Verschluss des Ramus circumflexus (RCX) das 
Infarktareal bei anschließendem längerem Verschluss des Ramus interventricularis anterior (RIVA) 
signifikant senken konnte. Sie schlussfolgerten daraus, dass der Effekt der RIPC auf einer nicht lokal 
begrenzten Vermittlung durch Mediatoren beruhen könnte [83]. Im weiteren Verlauf wurde dieser Ansatz 
auf andere Organe übertragen, welche zur Kardioprotektion einer kurzzeitigen Ischämie ausgesetzt 
wurden. Diesen frühen Ansätzen war jedoch gemein, dass zur RIPC ein invasives Vorgehen notwendig 
war [41]. Birnbaum et al. (1997) konnten im Tiermodell einen protektiven Effekt der RIPC eines 
Skelettmuskels auf die postischämische Myokardschädigung zeigen. Jedoch praktizierten auch sie in 
ihren Versuchen ein invasives Vorgehen zur RIPC [14]. Fast zeitgleich veröffentlichten Oxman et al. 
(1997) die bisher am wenigsten invasive Methode durch externe Anlage eines Tourniquet zur Induktion 
der RIPC. Sie untersuchten in ihrer Studie jedoch nicht direkt die Myokardschädigung, sondern zeigten 
einen protektiven Effekt auf das Auftreten einer Reperfusionstachykardie [74]. Im Folgenden etablierte 
eine Londoner Arbeitsgruppe um Raymond J. MacAllister ein Verfahren, in dem der RIPC Stimulus im 
Rahmen von in vivo Studien mittels einer Blutdruckmanschette an den Extremitäten von freiwilligen 
Probanden erzeugt wurde [41]. Somit stand ein einfach praktizierbares und wenig invasives Verfahren 
[53] zur Verfügung. 
1.2.1 Klinische Bedeutung 
Das Konzept der IPC und seiner Varianten wurde bereits in verschiedenen Bereichen der Medizin 
evaluiert. Wichtige Gebiete sind operative und interventionelle Eingriffe am Herzen sowie am 
Gefäßsystem. Weitere Anwendungsmöglichkeiten wurden beispielsweise bei Operationen an der 
Leber, den Nieren sowie in der plastischen Chirurgie untersucht. Auch im Bereich der 
Schlaganfalltherapie liegt eine potenzielle Anwendungsmöglichkeit dieser Konzepte. Die Studienlage 
zeigt jedoch oftmals noch kein eindeutiges Bild, so dass weitere Untersuchungen nötig sind. [42] 
Obwohl in präklinischen Studien eine starke Evidenz für die kardioprotektive Wirksamkeit der IPC 
gefunden wurde, gibt es nur wenig Evidenz in klinischen Studien. [42] So konnten beispielsweise 
positive Effekte auf die Arrhythmieraten, die kardiale Inotropie sowie die postoperative Verweildauer auf 
Intensivstation gezeigt werden [106], jedoch wurde ein solcher Effekt noch nicht für harte klinische 
Endpunkte, wie zum Beispiel die Reduktion der Mortalität, beschrieben. Kürzlich versuchten 
verschiedene große klinische Studien wie beispielsweise die RIPHeart-Studie (ClinicalTrials.gov 
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Identifier: NCT01067703) oder die ERICCA-Studie (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01247545) solche 
Effekte aufzuzeigen. [42] 
Ischämische Postkonditionierung 
Auch wenn die ischämische Postkonditionierung (IPost) nicht Thema dieser Arbeit ist, möchte ich auf 
Grund ihrer potentiellen klinischen Relevanz kurz auf das grundlegende Prinzip eingehen. 
Bereits in den 1980er Jahren wurden erste Hinweise darauf gefunden, dass eine intermittierende 
Reperfusion eines bereits ischämischen Herzens kardioprotektiv wirken könnte. [39] Jedoch konnten 
erst Zhao et al. (2003) dieses Potential durch ihre Entdeckung, dass die wiederholte kurzzeitige 
Unterbrechungen der Reperfusion eines ischämischen Herzens zu einer Reduktion der Infarktgröße 
führt, in den Fokus der Fachwelt rücken. [115] 
1.2.2 Mechanismen 
Die der IPC sowie RIPC zugrunde liegenden Mechanismen sind bis heute nicht vollständig geklärt. Die 
Mechanismen der intrazellulären Signaltransduktion der RIPC sind vermutlich denen der IPC ähnlich. 
[39] Auf Grund der Komplexität der Mechanismen der intrazellulären Signaltransduktion und dem Fokus 
dieser Arbeit auf endotheliale Progenitorzellen, als potentielle Vermittler des RIPC-Stimulus, 
beschränke ich mich auf die in der Literatur diskutierten Mechanismen der extrazellulären 
Signaltransduktion bei der RIPC. Ich möchte jedoch auf das 2013 von Derek J. Hausenloy 
veröffentlichte Review [39] zu diesem Thema verweisen. 
Interessanterweise wurden bereits früh Hinweise auf zweizeitige Effekte der IPC gefunden. Die bis zu 
diesem Zeitpunkt gezeigten Effekte waren nur kurzweilig und verschwanden nach 1-2 Stunden. [105] 
Marber et al. (1993) beobachteten im Hasenmodell 24 Stunden nach einem IPC-Stimulus zusätzliche 
protektive Effekte. Sie bezeichneten dieses Phänomen als „second window of protection (SWOP)“. [66] 
Unabhängig hiervon demonstrierten Kuzuya et al. (1993) zeitgleich eine Reduktion der Infarktgröße 
durch IPC im Hundemodell sowohl direkt nach Verschluss, als auch 24-Stunden später. [56] Sie 
versäumten allerdings durch Erhebung von Daten in der Zeit zwischen den beiden Zeitpunkten einen 
möglichen biphasischen Charakter dieses Effektes nachzuweisen. [39] Untersuchungen im weiteren 
Verlauf unterstützen die Theorie des SWOP. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch bis 
heute nicht vollständig geklärt. [39] 
Ebenso sind die Mechanismen zur Übertragung der Signale vom ischämisch-präkonditionierten Organ 
oder Gewebe zum Herzen nicht abschließend geklärt. In der Literatur werden einige Mechanismen 
diskutiert. Wichtig zu betonen ist jedoch, dass diese Mechanismen vermutlich mit einander interagieren 
und es sich nicht einen isolierten Mechanismus handelt. [39]  
Der humorale Weg 
Die Erkenntnis, dass die alleinige Ischämie eines Organs oder Gewebes ohne anschließende 
Reperfusion nicht ausreicht, um die Kardioprotektion zu induzieren, legt nahe, dass Botenstoffe über 
das Blut ausgewaschen werden müssen. [39] Diese Hypothese wird durch ein Experiment von Dickson 
et al. (1999) gestützt, bei dem Blut von präkonditionierten Hasen in unbehandelte Hasen transfundiert 
wurde. Dies führte bei den unbehandelten Hasen zu einer Reduktion der myokardialen Infarktgröße.[22] 
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Konstantinov et al. (2005) zeigten im Schweinemodell, dass nach Erhalt eines denervierten 
Schweineherzens der kardioprotektive Effekt der RIPC erhalten blieb. [55] Dies unterstützt die 
Annahme, dass humorale Faktoren für die Vermittlung des RIPC-Stimulus verantwortlich sind. [39] 
Shimizu et al. (2009) fanden Hinweise darauf, dass die Mechanismen der RIPC auch 
spezienübergreifend funktionieren, nachdem sie das Plasma von freiwilligen menschlichen Probanden 
nach vorheriger RIPC in unbehandelte Hasen einbrachten und sich daraufhin ein kardioprotektiver 
Einfluss bei diesen zeigte. [90] Einige Studien konnten endogene Substanzen identifizieren, welche 
durch die behandelten Organe in die Blutbahn freigesetzt wurden. Hierzu zählen Adenosin [80], 
Bradykinin [89], Opioide [76], Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) [100] sowie Endocannabinoide 
[37]. Diese Substanzen aktivieren im weiteren Verlauf intrazelluläre Mechanismen zur Kardioprotektion. 
Möglicherweise aktivieren einige Substanzen auch afferente neurale Wege. Der genaue Mechanismus 
der Signaltransduktion sowie ein spezifischer Botenstoff ist bis heute unbekannt. Mehrere Studien 
haben vergeblich versucht diesen zu identifizieren. Vermutet wird, dass es sich um eine kleine 
hydrophobe Substanz handeln könnte. Das Zusammenspiel von humoralen Faktoren mit neuronalen 
Faktoren ist bis heute ungeklärt. [39] 
Der neuronale Weg 
Bereits in einer frühen Studie wurden Hinweise auf eine mögliche Beteiligung neuronaler Mechanismen 
bei der Vermittlung der RIPC gefunden. So konnten Goh et al. (1996) zeigen, dass durch Gabe des 
Ganglionblockers Hexamethonium die kardioprotektive Wirkung der RIPC aufgehoben werden konnte. 
[33] Gestützt wurde diese Hypothese durch weitere Studien. So konnte der Einfluss von Adenosin [80], 
Bradykinin [89] und Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) [100] auf die Stimulation afferenter 
Nerven gezeigt werden. [39] Ding et al. (2001) konnten zeigen, dass eine renale Denervation den 
kardioprotektiven Effekt eines renalen RIPC-Stimulus aufheben konnte. [24] Liem et al. (2002) fanden 
Hinweise darauf, dass Adenosin nach Stimulation des Dünndarms afferente Nervenfasern stimuliert. 
Zudem fanden sie Hinweise darauf, dass auch die Bildung von Adenosin an kardialen Rezeptoren eine 
Rolle spielt. [63] Schoemaker und van Heijningen (2000) postulierten, dass auch Bradykinin nach RIPC 
des Dünndarms zu einer Stimulation afferenter Nerven führen könnte. [89] Wolfrum et al. (2002) 
beobachteten eine Aktivierung der myokardialen ProteinkinaseC (PKC-ɛ) nach vorheriger intestinaler 
Ischämie. Sie vermuteten, dass diese am Ende des neuronalen Weges stehen könnte. [110] Weitere 
Studien vermuteten CGRP, einen Neurotransmitter capsaicin-sensitiver Nerven, als weiteren 
potentiellen Mediator. Diese können wie folgt zusammengefasst werden: RIPC setzt Stickstoff Oxid 
(NO) frei, welches capsaicin-sensitive Nerven intestinaler Gefäße stimuliert. Daraufhin wird CGRP in 
die Blutbahn freigesetzt, welches am Herzen die myokardiale PKC-ɛ aktiviert. [39] 
Die systemische Antwort 
Verschiedene experimentelle Studien haben Hinweise gefunden, dass RIPC zu einer systemischen 
Reaktion führt. So konnte eine Abschwächung der systemisch-inflamatorischen Reaktion sowie eine 
Änderungen in der myokardialen Gentranskription gezeigt werden. Das transkribierte Genprofil 
vermittelte vornehmlich antiinflamatorische sowie antiapoptotische Mechanismen. Die Relevanz dieser 
Reaktion auf die Kardioprotektion ist aktuell unklar und bedarf weiterer Untersuchung. [39] 
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1.3 Endotheliale Progenitorzellen 
Asahara et al. isolierten 1997 Zellen, welche sich in-vitro zu Endothelzellen differenzierten und im 
Tiermodell in Bereichen aktiver Angiogenese ansiedelten. Ihnen gelang somit erstmals die Isolierung 
von endothelialen Progenitorzellen (EPC). [8] Die Autoren konnten im Weiteren die Herkunft der EPC 
aus dem Knochenmark [7] und ihre Rolle in der postnatalen Neovaskularisation [9] zeigen. 
Die Entdeckung dieser Zellen hat das damalige Verständnis der adulten Neovaskularisation, 
insbesondere in ischämischem Gewebe, radikal verändert. Die zugrunde liegenden Mechanismen 
werden bis heute kontrovers diskutiert. Auch die genaue Herkunft dieser Zellen ist nicht vollständig 
geklärt, so wurden Hinweise darauf gefunden, dass die Herkunft EPC nicht ausschließlich auf das 
Knochenmark begrenzt ist. Unabhängig von diesen Unklarheiten spielen EPC eine wichtige Rolle in der 
Neovaskularisation ischämischer Gewebe. [5] 
1.3.1 Klinische Bedeutung 
Klinisch zeigt sich ein positiver Einfluss von EPC auf das kardiovaskuläre Risiko. So fanden Hill et al. 
(2003) Hinweise darauf, dass eine hohe Anzahl EPC mit einem geringeren kardiovaskulären Risiko 
assoziiert sein könnte. [45] Werner et al. (2005) fanden später eine inverse Korrelation der Anzahl frei 
zirkulierender EPC mit dem Risiko, an kardialen Todesursachen zu sterben. [107] Heute gelten EPC 
als Prädiktoren für Morbidität und Mortalität bei kardiovaskulär vorerkrankten Patienten. [107] 
Der therapeutische Einsatz von EPC wurde in den letzten Jahren durch unterschiedliche Arbeitsgruppen 
untersucht. Bereits 2003 führten Stamm et al. eine therapeutische Transplantation von CD133+ 
Knochenmarksstammzellen durch. [92] Diese Zellen stellen eine Subpopulation der nativen, nicht 
kultivierten EPC im Knochenmark dar. [5] Die Autoren beobachteten bei ihrer Untersuchung, dass die 
linksventrikuläre Funktion sich im Verlauf bei vier von sechs Patienten verbesserte, des Weiteren war 
bei fünf Patienten eine Verbesserung der Perfusion des Infarktareals auffällig. [92] Weitere Autoren 
führten ähnliche Untersuchungen durch. Die meisten dieser Studien postulierten die Effektivität der 
Transplantation von EPC als Therapieoption bei der Behandlung der ischämischen Herzerkrankung. [5] 
Diese Ergebnisse werden gestützt durch verschiedene tierexperimentelle Studien. So konnten Ma et al. 
(2006) im Mausmodell eine Steigerung der kardialen Kontraktilität nach Injektion von CD133+ Zellen 
aus dem Knochenmark in eine Infarktzone zeigen. [65] Andere Autoren konnten positive Effekte auf die 
linksventrikuläre Funktion, die Infarktzonengröße, das ventrikuläre Remodeling und die 
Neovaskularisation zeigen. [5] 
1.3.2 Mobilisation 
Die Mobilisation der EPC stellt eine natürliche Reaktion auf eine Gewebeischämie dar. [98] So konnte 
beispielsweise gezeigt werden, dass die Anzahl zirkulierender EPC nach myokardialer Ischämie [60] 
sowie nach kardiochirurgischen Eingriffen [85] steigt. 
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Vermittelt wird dieser Prozess vornehmlich durch Chemokine wie den granulocyte colony-stimulating 
factor (G-CSF) [13], den granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) [98], den stromal 
derived factor-1 (SDF-1) [113] sowie durch Zytokine wie den vascular endothelial growth factor (VEGF) 
[98]. Zudem können EPC durch Hormone wie Erythropoietin [43] oder Östrogen [96] mobilisiert werden. 
Auch Pharmaka aus der Gruppe der Statine [23] weisen einen solchen Effekt auf. [73] 
1.3.3 Identifikation 
Die Identifikation von EPC ist anhand charakteristischer Marker in der Durchflusszytometrie möglich. 
Der wichtigste Stammzellmarker zur Identifizierung von hämatopoetischen Stammzellen ist das CD34-
Antigen, ein Oberflächenglykoprotein [91, 16]. Eine gängige Methode ist die durchflusszytometrische 
Identifizierung mittels des ISHAGE-Verfahrens [97]. Die Identifizierung endothelialer Progenitorzellen 
ist jedoch durch die alleinige Analyse von CD34 nicht möglich, da dieses Protein auch von anderen 
Subpopulationen hämatopoetischer Stammzellen getragen wird. Es werden folglich weitere Marker 
benötigt. [67]  
Ein solcher Marker zur Identifikation endothelialer Progenitorzellen (EPC) ist CD133 (Syn.: AC133, 
prominin-1). [32] Es handelt sich hierbei um ein Transmembranglykoprotein, dessen genaue Funktion 
unbekannt ist. [47] Er gilt jedoch als Marker für Hämangioblasten, eine besonders frühe Form 
hämatopoetischer Stammzellen, welche das Potential zur endothelialen Differenzierung aufweisen. [84] 
Im Verlauf verlieren die EPC diesen Marker jedoch wieder, so dass eine Aussage über den 
Entwicklungsgrad möglich ist. [78] 
Eine weitere wichtige Rolle bei der Identifizierung und Mobilisation EPC spielt die membranständige 
Tyrosinkinase CD117 (Syn.: KIT, c-Kit, SCFR). [21] Diese findet sich vornehmlich auf bestimmten 
hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark und spielt demnach auch in anderen Zelllinien, als 
den EPC sowie auf Krebszellen, eine Rolle. [27] 
Bei CD184 (Syn.: CXCR4, Fusin, LESTR) handelt es sich um einen SDF-1-Rezeptor, welcher unter 
anderem von CD34+ Stammzellen exprimiert wird [70] und bei der Migration selbiger eine wichtige Rolle 
spielt. [79, 1] Er kommt zudem auf den meisten hämatopoetischen (Stamm-)Zellen, auf Mono- [15], 
Granulo- [17] und Lymphozyten [71] sowie auf vaskulären Endothel-, verschieden Nerven- und 
Tumorzellen vor. [71] 
Auch der „Kinase insert domain receptor“ (Syn.: KDR, CD309, VEGFR-2, FLK1) kann bei der 
Identifikation EPC hilfreich sein. [107] Dieser Rezeptor wirkt bei der endothelialen Gefäßregulation mit. 
[46] Er kann bei allen EPC-Entwicklungsstufen, inklusive fertig differenzierter Endothelzellen gefunden 
werden. [6] 
Neben Antikörper-basierten Methoden ist eine Identifizierung auch über eine Bildung von 
charakteristischen Kolonien in einer speziellen Zellkultur möglich. [45] 
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1.4 Zielsetzung 
Die der ischämischen Remote-Präkonditionierung (RIPC) zugrunde liegenden Mechanismen konnten 
bis heute nicht vollständig geklärt werden. [42] Bekannt ist, dass sowohl die RIPC [42] als auch die 
Transplantation endothelialer Progenitorzellen (EPC) [5] positive Effekte auf die Regeneration 
ischämisch geschädigter Myokardareale aufweisen. Außerdem ist bekannt, dass es zu einer 
vermehrten Mobilisierung von EPC nach Myokardischämie kommt. [60, 85] Der Annahme folgend, dass 
diese Mechanismen der RIPC multifaktoriell sind [39] und da der Einfluss auf endotheliale 
Progenitorzellen zu Beginn dieser Arbeit meines Wissens nach noch nicht untersucht wurde, soll diese 
Arbeit zur Klärung beitragen. 
Zu diesem Zweck wurde bei Probanden, welche sich einer elektiven herzchirurgischen Operation, unter 
Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine unterzogen, präoperativ nach doppelt verblindeter 
Randomisierung, eine bzw. keine ischämischen Präkondionierung durchgeführt. Blutproben dieser 
Probanden wurden zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen und mittels Durchflusszytometrie und 
Zellkultur auf Konzentrationsänderungen von EPC untersucht. Im Falle der Durchflusszytometrie wurde 
eine auf dem häufig verwendeten ISHAGE-Protokoll [97] basierende Gatingstrategie [58] gewählt, 
welche die Expression von CD34+, CD117+, CD133+, CD184+ sowie verschiedene Kombinationen 
dieser Marker zur Identifikation von EPC nutzt. Bei der Zellkultur wurde ein kommerziell erhältliches 
Selektivmedium genutzt. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Hardware 
• Axiovert 40 CFL, Mikroskop, Carl Zeiss (Jena) 
• BD LSR II, Durchflusszytometer, BD Biosciences (Heidelberg) 
• CB150, Inkubator (37°C, 5% CO2), Binder GmbH (Tuttlingen) 
• Eppendorf 5417R, Zentrifuge, Eppendorf AG (Hamburg) 
• Heraeus BDD 6220, Inkubator (37°C, 5% CO2), Thermo Scientific (Waltham MA, USA) 
• Multifuge 1 S-R, Zentrifuge, Heraeus Holding GmbH (Hanau) 
• Pipetboy acu, Integra Biosciences (Fernwald) 
• Safeflow 1.2.Nunc™, Sterilbank, Nunc GmbH & Co KG (Langenselbold) 
• Scotsman AF 30, Eismaschine, Scotsman® Ice Systems (Milan, Italien) 
• Systec V-150, Autoklav, Systec GmbH (Wettenberg) 
• Vortex-Genie 2, Scientific Industries (Bohemia, USA) 
• W6, Wasserbad, Funke Medingen (Freital) 
2.2 Software 
• Citavi® 4 / 5, Swiss Academic Software (Wädenswil, Schweiz) 
• Excel® 2013, Microsoft Corporation (Redmond, USA) 
• FACSDiva™ Software, BD Biosciences (Heidelberg) 
• Google Scholar, Google Inc. (Mountain View, USA) 
• PubMed, National Center for Biotechnology Information (Bethesda, USA) 
• Scopus®, Elsevier (Amsterdam, Niederlande) 
• SPSS® Statistics Version 20.0, IBM Corporation (Armonk, USA) 
• Word® 2013, Microsoft Corporation (Redmond, USA) 
2.3 Verbrauchsmaterialien 
• BioCoat™ Fibronectin Cellware, 24 well plates, BD (Kingston/Ontario, Kanada) 
• BioCoat™ Fibronectin Cellware, 35mm petri dishes, BD (Kingston/Ontario, Kanada) 
• CELLSTAR® Tubes (15ml, 50ml), Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) 
• Eppendorf® Pipetten (1000μl, 200μl, 100μl, 10μl, 2,5μl), Eppendorf AG (Hamburg) 
• Eppendorf® Tubes (0,5ml, 1,5ml, 2ml), safe lock, nonsterile, Eppendorf AG (Hamburg) 
• Pipettenspitzen 1000μl blau, 200μl gelb, Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) 
• Pipettenspitzen 10μl neutral, Sarstedt AG & Co (Nümbrecht) 
• Serologische Pipetten (10ml, 25ml), Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) 
• S-Monovette® EDTA (7,5ml), Sarstedt AG & Co (Nümbrecht) 
• Sterling nitrile powder-free exam gloves, latex-free, Kimberly-Clark (Mainz) 
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2.4 Lösungen und Reagenzien 
• BD FACSFlow™ Sheath Fluid, Kat. 342003, BD (Kingston/Ontario, Kanada) 
• BD Horizon™ V450 Mouse Anti-Human CD14, Kat. 560349, BD (Kingston/Ontario, Kanada) 
• BD Horizon™ V500 Mouse Anti-Human CD45, Kat. 560777, BD (Kingston/Ontario, Kanada) 
• BD Pharmingen™, CD184, Kat. 555975, BD (Kingston/Ontario, Kanada) 
• CD117, Kat. 339217, BD (Kingston/Ontario, Kanada) 
• CD133 antibodies, human, Kat. 130-090-085, Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
• CD309 antibodies, human, Kat. 130-093-061, Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
• CD34 antibodies, human, Kat. 130-081-001, Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
• CFU Hill Liquid Medium Kit, Kat. 05900, STEMCELL Technologies, (Vancouver, Kanada) 
• Ethanol 70% denaturiert mit Ethylmethylketon, 1000ml, Apomix (Halle/Saale) 
• Giemsa Lösung, Kat. 32884, Sigma Aldrich (St. Louis, USA) 
• LIVE/DEAD® Near-IR, Kat. L10119, Life Technologies (Carlsbad/CA, USA) 
• LSM 1077, Kat. J15 004, PAA Laboratories (Pasching, Österreich) 
• MACS-Puffer mit 0,5% bovinem Serumalbumin, Kat. A7906, Sigma Aldrich (St. Louis, USA) 
• Methylenblau / Essigsäure (3%), Kat. 07060, STEMCELL Technologies (Vancouver, Kanada) 
• PBS (ohne Ca2+ und Mg2+), Kat. P04 362500, PAN Biotech (Aidenbach) 
• PBS/EDTA, Endkonzentration 2mM EDTA, FKGO (Rostock) 
• UltraPure™ 0.5M EDTA, pH 8.0, Kat. 15575 038, Life Technologies (Carlsbad/CA, USA) 
2.5 Patientenrekrutierung 
Diese Arbeit wurde in Kooperation mit der Klinik und Poliklinik für Anästhesiologie und Intensivtherapie 
der Universitätsmedizin Rostock durchgeführt. Die Patientenrekrutierung geschah aus dem 
Patientenkollektiv der dort durchgeführten RIPHeart-Studie. Der Rekrutierungszeitraum ersteckte sich 
von März 2011 bis Februar 2014. 
2.6 RIPHeart – Studie 
Das Studiendesign der RIPHeart-Studie wurde 2012 von Meybohm et al. publiziert [69] und wird im 
Folgenden, auf die für diese Arbeit relevanten Teile beschränkt und um Details ergänzt, wiedergegeben. 
Die RIPHeart-Studie ist eine prospektive, randomisierte, doppelblinde, multizentrische, kontrollierte, 
klinische Studie. Untersucht wurde der Einfluss einer ischämischen Fern- (Remote-) Präkonditionierung 
(RIPC) von elektiv herzchirurgisch operierten Erwachsenen. 
Eingeschlossen wurden Erwachsene (≥18 Jahre), nach schriftlicher Einverständniserklärung, welche 
für sämtliche herzchirurgische Operationen, unter Nutzung eines kardio-pulmonalen Bypasses, geplant 
waren. Die Ausschlussfaktoren wurden in drei Gruppen aufgeteilt und sind in Tabelle 2.6.1 aufgelistet. 
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Chirurgisch bedingte Faktoren Herz bedingte Faktoren Andere Faktoren 
“off-pump”-Verfahren 
zeitgleiche Carotis-OP 
minimal-invasive Chirurgie 
selektive antegrade 
Hirnperfusion, vorherige 
Herzoperation 
Aorta descendens Chirurgie 
frischer Myokardinfarkt 
(<7 Tage) 
Ejektionsfraktion <30% 
Vorhofflimmern (<6 Monate) 
Antiarrhythmika Therapie 
Implantierter Herzschrittmacher 
Implantierter Defibrilator 
instable Angina pectoris 
Apoplex (<2 Monate) 
schweres Nierenversagen 
schweres Leberversagen 
schwerer Alkoholabusus  
schwere COPD 
Therapie mit 
Sulfonylharstoffen/Nicorandil 
akute Infektion mit 
Antibiotikatherapie 
schwere pAVK (Fontaine 3/4) 
schwere neurologische 
Erkrankungen 
Heparin-induzierte 
Thrombozytopenie Typ II 
Tabelle 2.6.1 Ausschlussfaktoren zur Aufnahme in die RIPHeart-Studie 
Bei allen Patienten wurde als Narkoseform eine total intravenöse Anästhesie gewählt. Weiterhin wurde 
ein nicht-pulsatiler kardiopulmonaler Bypass verwendet, bei dessen Anwendung bestimmte Parameter 
wie folgt standardisiert wurden: Mittlerer arterieller Blutdruck (60-70 mmHg), Hämatokrit (0,25-0,3), 
Blutzucker (<200mg/dl), Verwendung von Filtern in der arteriellen Linie sowie Regulierung des 
Kohlendioxidpartialdruckes. 
Die Patienten wurden durch das Studienzentrum Leipzig der Therapie- oder Kontrollgruppe zugeteilt. 
Die Randomisierung geschah geschichtet nach Zentrum und individuellem perioperativem 
Mortalitäsrisiko des Patienten, für dessen Erfassung das Europäische System für herzchirurgische 
Risikobewertung (EuroSCORE) verwendet wurde. Es wurde ein cut-off-Wert von 5% für die 
vorhergesagte Mortalität genutzt, um Patienten als Hochrisikopatienten einzustufen. Für die 
Berechnung wurde eine Online-Checkliste für individuelle Risikofaktoren, zum Zeitpunkt der 
Registrierung, genutzt. 
Die Verblindung umfasste den Patienten, das in die Operation involvierte Personal (Anästhesie und 
Herzchirurgie), das Personal der (Intensiv-)Pflegestationen sowie Personen, welche im weiteren Verlauf 
an der Erfassung von Daten beteiligt waren. Vor Beginn der Operation befestigte man je eine 
Blutdruckmanschette an dem Oberarm des Patienten und an einem Dummyarm, welche je nach 
Zuweisung des Patienten in die Therapie- oder Kontrollgruppe, durch nicht verblindetes Personal 
bedient wurden. In vier Zyklen wurde die Blutdruckmanschette für fünf Minuten auf 200 mmHg, jedoch 
mindestens 15 mmHg höher als der systolische Blutdruck, aufgepumpt und anschließend für fünf 
Minuten entlastet. 
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Die eigentliche ischämische Phase wurde durch die intraoperative Umgehung des koronaren Systems 
mittels Herz-Lungen-Maschine dargestellt. 
Das Studienprotokoll, die Patientenaufklärung sowie die Einwilligungserklärung wurden durch das 
Ethikkomitee der Universität Kiel sowie durch das Ethikkomitee der Universität Rostock genehmigt. 
Jeder Patient musste seiner Teilnahme an der Studie schriftlich zustimmen. Die Datenerfassung erfolgte 
unter Verwendung eines Pseudonyms. 
2.7 Untersuchungszeitpunkte 
Den Patienten wurde vor Durchführung der Studientherapie sowie 6h (±1h), 48h (±1h) nach Ende der 
Operation („Nahtzeit“) sowie am 6. postoperativen Tag, Blut abgenommen. Zu jedem 
Untersuchungszeitpunkt wurde den Patienten ca. 22,5 ml Blut (3x S-Monovette® EDTA a 7,5 ml) durch 
qualifiziertes Personal abgenommen. Dieses Blut diente als Ausgangsmaterial für die weiteren 
Analysen. 
2.8 Zellisolation 
Ausgangsmaterial für die Zellisolation war frisches EDTA-Blut. Dieses wurde durchgehend unter sterilen 
Bedingungen, das heißt in einer Sterilbank, unter Verwendung von sterilen Materialien und mit Ethanol 
(70 %) sprüh- und wischdesinfizierten Werkzeugen und Handschuhen, verarbeitet. Primär nicht sterile 
Materialien wurden, vor der Verwendung durch Mitarbeiter des Labors, sterilisiert. Bei der Aufbereitung 
der Proben unterstützten mich zeitweise Mitarbeiter des Labors. 
Zunächst wurde das Blut in den Abnahmeröhrchen zehnmal langsam invertiert, um eine gute 
Durchmischung des EDTA-Blutes zu erreichen. Anschließend wurde das EDTA-Blut mittels 
serologischer Pipette (10ml) in ein 50 ml CELLSTAR®-Tube verbracht. Die Menge des EDTA-Blutes 
wurde als Ausgangswert für die Zellisolation notiert. Im Anschluss wurde das Restblut zweimal mit je 
2ml PBS/EDTA aus den EDTA-Probenröhrchen gewaschen. Zwischenzeitlich wurde ein 50 ml 
Leucosep™-Tube mit 17,5 ml LSM befüllt, kurz bei 1000 g zentrifugiert und anschließend der Überstand 
verworfen. Das EDTA-Blut wurde nun mittels 25ml PipetBoy-Pipette vorsichtig und langsam aus dem 
CELLSTAR®-Tube in das Leucosep™-Tube überführt. Auch das CELLSTAR®-Tube wurde zweimal 
mit je 2ml PBS/EDTA gewaschen und das Restblut in das Leucosep™-Tube überführt. Es folgte die 
Zentrifugation des EDTA-Blutes im Leucosep™-Tube für 40 Minuten bei 400 g. Bei der Einstellung der 
Zentrifuge war weiter darauf zu achten, dass eine geringe Beschleunigungsstärke gewählt und die 
Bremse ausgeschaltet wurde. Im Anschluss wurde die nun sichtbare Zellschicht mittels einer 
Pasteurpipette in ein frisches 50 ml CELLSTAR®-Tube überführt und bei 300 g für 10 Minuten 
zentrifugiert. Der so entstandene Überstand wurde verworfen und die Zellen in etwa 600 μl PBS 
resuspendiert. Es folgte die Zellkonzentrationsbestimmung mittels Neubauer®-Zählkammer. Die Zellen 
standen nach diesem Schritt zur weiteren Nutzung zur Verfügung. 
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2.9 Zellzählung 
Zur Bestimmung der Zellkonzentration wurden der zuvor isolierten Zellsuspension 10 μl entnommen 
und in einem 0,5 ml Eppendorfgefäß mit 90 μl PBS verdünnt. Hiervon wurden wiederum 10 μl 
entnommen und in einem weiteren 0,5 ml Eppendorfgefäß mit 10 μl Methylenblau/Essigsäure (3 %) 
gefärbt. Es wurden 10 μl dieser Suspension in die vorbereitete Neubauer®-Zählkammer überführt und 
unter dem Mikroskop gezählt. Die so ermittelte Zellzahl, Zellkonzentration sowie das Volumen der Probe 
wurden notiert. 
2.10 Durchflusszytometrie 
2.10.1 Probenvorbereitung für die Durchflusszytometrie 
Aus der zuvor durchgeführten Zellisolierung konnten die gewonnenen Zellen für die FACS-Analyse 
genutzt werden. Die Verarbeitung der Zellen unter sterilen Kautelen war nicht erforderlich. Es wurde 
jedoch darauf geachtet, dass die Temperatur, während der Verarbeitung der Proben, bei etwa 4°C lag 
und unnötige Lichtexposition vermieden wurde. Hierzu wurden vorgekühlte Substanzen verwendet und 
auf Eis gearbeitet. 
Zunächst wurde ein EPC-Mastermix hergestellt. Hierzu wurden die einzelnen Antikörper nach dem 
Schema der Tabelle 2.10.1 gemischt. Der EPC-Mastermix wurde bis zu 48 Stunden bei 4°C im 
Kühlschrank gelagert und konnte so für weitere Zeitpunkte genutzt werden. 
Die Färbung der Zellen für die FACS-Analyse geschah direkt im Anschluss an die Zellisolierung. 
Zunächst wurden zwei 1,5 ml Eppendorfgefäße bereitgestellt und mit „EPC“ bzw. „control“ sowie Daten 
zur eindeutigen Identifizierung der Probe, beschriftet. Es wurden anschließend je 2 x 106 Zellen in die 
vorbereiteten Eppendorfgefäße verbracht. Die „control“-Probe wurde erst mit MACS auf 180 μl 
aufgefüllt, anschließend wurden 20 μl FcR-Block hinzugegeben. Zu der „EPC“-Probe wurden, nach 
auffüllen der Probe mit MACS auf ein Volumen von 104 μl, 20 μl FcR-Block sowie 76 μl EPC-Mastermix 
hinzugefügt. Die Berechnung der Volumenanteile der Zellsuspension und des MACS-Puffers wurden 
durch eine Excel-Tabelle, auf Grundlage der in der Zellzählung ermittelten Zellkonzentration 
durchgeführt. Beide Proben wurden nun für 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden beiden 
Proben 950 μl PBS hinzugefügt und diese dann in einer auf 4°C vorgekühlten Zentrifuge bei 300 g für 
10 Minuten zentrifugiert. Zum Schluss wurden die Proben fixiert. Hierzu wurde der flüssige Überstand 
verworfen und die Zellen mit 150 μl PBS resuspendiert, anschließend wurden 100 μl PFA-Stock 
hinzugefügt und die jeweilige Probe sofort mittels Vortex auf niedriger Stufe vermengt. Abschließend 
wurde 15 μl 20%iges NaN3 hinzugefügt. Die Proben wurden nun bis zur Analyse, jedoch maximal sieben 
Tage, bei 4°C im Kühlschrank gelagert. 
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Antikörper Konjugate VAB [μl] 2 x VAB [μl] 3 x VAB [μl] 4 x VAB [μl] 
CD34 FITC 10 24 36 48 
CD133 PE 10 24 36 48 
CD184 PE-Cy5 20 48 72 96 
CD117 PE-Cy7 5 12 18 24 
CD309 APC 10 24 36 48 
NearIR APC-Cy7 1 2,4 3,6 4,8 
CD14 Pacific blue (V450) 10 24 36 48 
CD45 AM Cyan (V500) 10 24 36 48 
Tabelle 2.10.1 Volumina der unterschiedlichen Antikörper-Floureszenzfarbstoffe zur Herstellung eines 
Mastermix nach Nutzungsportionen 
2.10.2 Durchführung der Durchflusszytometrie 
Die Analyse wurde, nach den Vorgaben des Herstellers durch erfahrene Mitarbeiter des Labors sowie 
nach eingehender Unterweisung auch selbstständig, durchgeführt. Die ermittelten Rohdaten wurden 
zur weiteren Auswertung gesichert. 
2.10.3 Auswertung 
Für die weitere Analyse der so gewonnen Daten wurde eine auf dem ISHAGE-System [97] basierende 
Gating-Strategie gewählt, welche von Mitarbeitern unseres Labors für die entsprechenden Zellen 
etabliert und publiziert [58] worden ist. 
Zum Ausgleich etwaiger aus der Mehrfachfärbung entstandener Interferenzen wurden für alle 
verwendeten Farbstoffe Einzel-Bead Messungen durchgeführt. Anschließend wurde eine 
entsprechende Kompensation durch die FACSDiva™-Software berechnet, welche für die weiteren 
Analysen der Einzelproben berücksichtigt wurde. Zur Justierung der genutzten Gates sowie zur 
Qualitätskontrolle, wurden bei mehreren Proben FMO-Kontrollen durchgeführt. 
Für die Analyse der Daten wurden zunächst Debris über die forward-/sideward-Scatter Einstellungen 
ausgeschlossen. Anschließend wurden die lebenden Zellen definiert. Diese wurden sodann zur 
Quantifizierung CD34+ Stammzellen mittels der ISHAGE-Kriterien [97] herangezogen. In angepassten 
mehrstufigen Verfahren wurden analog hierzu CD117+ sowie CD133+ Stammzellen identifiziert. Die so 
ermittelten Zellpopulationen wurden weiterhin auf verschiedene Varianten einer Koexpression von 
CD34+, CD117+, CD133+, CD309+ oder CD184+ hin untersucht. Wie auch schon bei Laupheimer et 
al. (2014) [58] konnte keine Koexpression von CD309+ gezeigt werden. Somit konnte dieser Marker für 
weitere Analysen nicht genutzt werden. Ergänzend wurden CD184+ PBMC und CD14+ Monozyten 
identifiziert. 
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Abbildung 2.1 Gatingstrategie 
Nach initialem Ausschluss von Debris durch Größe und Granularität (1) wurden die vitalen Zellen definiert (2). Eine 
Identifikation von Leukozyten anhand ihrer CD45-Expression (3) sowie von CD34+ hämatopoetischen Stammzellen 
anhand der ISHAGE-Kriterien (4) wurde durchgeführt. Für CD133+ (5) und CD117+ (6) wurden adaptierte 
Verfahren genutzt. Zur Vermeidung der Ergebnisverfälschung durch falschpositive Lymphozyten wurde nach 
Identifikation der Stammzellen jene Subpopulation gewählt, welche nur schwach CD45 exprimiert (7). Abschließend 
wurde die Morphologie der Zellen in einem Backgating geprüft (8). Basierend hierauf wurden weitere 
Subpopulationen ermittelt. CD184+ Zellen (9) sowie CD14+ Monozyten (10) wurden ohne Backgating auf Basis 
lebender Leukozyten ermittelt. Analog zu den vorgenannten Populationen wurde die Kombination CD34+/CD133+ 
einem separaten ISHAGE-Backgating unterworfen (11). Für CD309+ konnte keine Koexpression gezeigt werden, 
so dass dieser Marker für weitere Analysen nicht herangezogen wurde (12).  
(1) (3) (2) 
(4) (6) (5) 
(9) (8) (7) 
(10) (12) (11) 
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Abbildung 2.2 Gatingstrategie 
Darstellung der Gatingstufen zur Identifikation der untersuchten Subpopulationen 
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2.11 CFU-Hill 
Im Jahre 2003 publizierte Hill et al. eine Methode zur Identifizierung endothelialer Progenitorzellen 
(EPC) mittels Zellkultur. [45] Sie kultivierten mononukleare Zellen aus peripherem Blut (PBMC) in einem 
Selektivmedium und identifizierten die EPC an Hand einer charakteristischen Morphologie der Kolonien. 
Es imponierten runde Zellen umgeben von radiär angeordneten spindelförmigen Zellen. Diese Methode 
stellt eine Alternative zu den Analysen mittels Identifizierung spezifischer Oberflächenantigene dar. In 
der Zwischenzeit steht mit „CFU-Hill Liquid Medium Kit (Human)“ der Firma „STEMCELL Technologies” 
ein kommerzielle vertriebenes Set zur Durchführung dieser Analyse zur Verfügung. 
2.11.1 Durchführung 
Ausgangsmaterial waren Zellen aus der Zellisolierung. Für das CFU-Hill Colony Assay wurde das 
bereits genannte Set der Firma STEMCELL Technologies verwendet. Das Testmedium wurde gemäß 
der Anleitung des Herstellers vorbereitet und in mehreren 2 ml Eppendorfgefäße bei -21°C bis zur 
weiteren Verwendung gelagert. Die Verarbeitung der Zellen geschah, wie bei der Zellisolierung, unter 
sterilen Bedingungen. 
Im Anschluss an die Zellisolierung wurden drei 1,5 ml Eppendorfgefäße mit je 5 x 106 Zellen befüllt und 
mittels 500 ml PBS verdünnt. Die so entstandene Zellsuspension wurde bei 300 g für 10 Minuten 
zentrifugiert. Zwischenzeitlich wurden drei 2 ml Eppendorfgefäße mit dem vorbereiteten CFU-Hill-
Medium auf 37°C vorgewärmt. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen, die Zellen mit 
je 80 μl CFU-Hill-Medium resuspendiert und in die 2 ml Eppendorfgefäße mit CFU-Hill-Medium 
überführt. Der Inhalt wurde, nach Durchmischung der Suspensionen, in je eine Fibronectin-beschichtete 
35mm Petrischale verbracht. Alle drei Proben wurden bei 37°C und 5 % CO2 für zwei Tage inkubiert. 
Nach der zweitägigen Inkubationszeit wurden die nicht adhärenten Zellen in eine Fibronectin-
beschichtete 24-well-Platte umgesetzt. Hierbei wurde wiederum eine Zellzählung mittels 
Neubauerzählkammer unter Methylenblau-Färbung durchgeführt. Es wurden den bisherigen Ansätzen 
je zweimal 1 x 106 Zellen entnommen und diese in je ein Well pipetiert. Überschüssige Zellen wurden 
verworfen. Die ausgesäten Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO2 für weitere drei Tage inkubiert. 
Hiernach wurden die Zellen fixiert. Es wurde zunächst das überschüssige Nährmedium abpipetiert und 
die Zellen für 5 Minuten mit jeweils 500 μl Methanol (100 %) behandelt. Nach der Lufttrocknung wurden 
die Zellen zur besseren Auswertbarkeit mittels Gimsa gefärbt. Hierzu wurden in jedes Well für 5 Minuten 
500 μl Giemsa-Lösung gegeben und anschließend diese mehrfach mit Aqua dest ausgewaschen. 
2.11.2 Auswertung 
Die lichtmikroskopische Auswertung der 24-well-Platten wurde nach den Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Hier wurde nach Kolonien gesucht, welche eine typische Morphologie aufwiesen. Sie 
imponierten mit zentral liegenden runden Zellen und radiär angeordneten spindelförmigen Zellen. Es 
wurde weiterhin darauf geachtet, dass für jeden Patient die Auswertung der jeweiligen Zeitpunkte von 
dem gleichen Untersucher durchgeführt wurde. 
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2.12 Statistik 
2.12.1 Normierung der erhobenen Werte 
Um eine relative Verfälschung der Ergebnisse durch Konzentrationsänderungen anderer 
Zellpopulationen zu minimieren, wurden die erhobenen Werte auf das Blutvolumen bezogen [ml-1]. 
Zunächst wurde unter Zuhilfenahme von Excel die Konzentration isolierter Zellen pro ml Blut [ml-1] 
ermittelt. Dies geschah anhand folgender Formel mit zuvor dokumentierten Daten: 
Zellen pro ml Blut [ml−1] =  Zellkonzentration der Probe [ml−1] × Volumen der Probe [ml]Verwendetes Blutvolumen [ml]  
Der so ermittelte Wert wurde für die FACS-Analyse mit der durchflusszytometrisch ermittelten Zahl der 
Zellen verrechnet, um so einen Korrekturfaktor für die übrigen Werte zu erhalten: 
untersuchtes Blutvolumen [ml] =  Anzahl untersuchter ZellenZellen pro ml Blut [ml−1]  
Dieser Korrekturfaktor wurde schließlich mit den Einzelwerten aus den Rohdaten multipliziert, um diese 
auf das Blutvolumen zu normieren: 
Konzentration der Zellpopulation [ml−1] = gemessene Zellpopulationuntersuchts Blutvolumen [ml] 
Für die Analyse der CFU-Hill-Zellkultur wurde abweichend hiervon:  Kolonien pro ml Blut [ml−1] = Kolonien pro mio Zellen [x10−6] × mio Zellen pro ml Blut [x106/ml] 
2.12.2 Statistische Aufarbeitung der Daten 
Die somit aufbereiteten Daten wurden anschließend aus Excel in SPSS transferiert und analysiert.  
Primär wurden die verfügbaren Daten deskriptiv (Anzahl, Mittelwert, Median, Standartabweichung, 
Minimal- und Maximalwert) bezüglich der Merkmale Patientenalter, Geschlecht, Gruppenzugehörigkeit, 
durchgeführter Eingriff und Ejektionsfraktion analysiert. 
Weiter wurden die präoperativen Werte auf Normalverteilung (Test nach Shapiro-Wilk) und signifikante 
Unterschiede (t-Test bei Normalverteilung, U-Test nach Mann-Whitney ohne Normalverteilung) 
zwischen Therapie- und Kontrollgruppe getestet. Unterschiede sollten hierbei nicht auftreten, da noch 
keine Therapie durchgeführt wurde. 
Da eine Änderung von Messwerten im zeitlichen Verlauf (abhängige Variable) im Vergleich zwischen 
Therapie- und Kontrollgruppe (unabhängige Variable) untersucht werden sollte, wurde eine 
zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung (ANOVA) durchgeführt. Hierzu konnten jedoch 
nur vollständige Datensätze herangezogen werden, so dass unvollständige Datensätze 
ausgeschlossen wurden. Im Rahmen dieser Analyse wurde zudem auf Varianzhomogenität (Levene-
Test) und Sphärizität (Mauchly-Test) getestet. Bei nicht gegebener Sphärizität wurde eine Korrektur 
durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Studienpopulation 
Primär wurden 50 Probanden in die Studie eingeschlossen. Der Rekrutierungszeitraum ersteckte sich 
von März 2011 bis Februar 2014. Während der Laufzeit der Studie verstarb ein Proband an 
postoperativen Komplikationen. Zwei Fälle wurden aus organisatorischen Gründen nur für eine 
Begleituntersuchung verarbeitet, bei der auf eine Zellisolation verzichtet wurde. Drei weitere Fälle waren 
aufgrund technischer Fehler nicht auswertbar. Somit standen 44 Probanden für die Untersuchung zur 
Verfügung. 
In dieser Population gehörten 23 Probanden der Kontrollgruppe und 21 Probanden der Therapiegruppe 
an. 34 Probanden waren männlich, 10 weiblich. Im Durchschnitt waren sie 65,1 Jahre (SD: 9,8) alt, 
wobei der jüngste Proband 46 Jahre und der älteste Proband 78 Jahre alt war. Es wurde bei 23 
Patienten ein aortocoronarer Bypass (ACB), bei 9 Patienten ein ACB in Kombination mit einem weiteren 
Eingriff und bei 12 Patienten ein anderer herzchirurgischer Eingriff durchgeführt. Die präoperativ 
erhobene Ejektionsfraktion als Maß der Herzleistung lag in Durchschnitt bei 58,2 % (SD: 7,9). 
3.2 Durchflusszytometrie (FACS) 
Die Anzahl der auswertbaren Fälle wurde durch eine methodische Besonderheit der ANOVA limitiert. 
Diese kann, wie bereits gezeigt nur Fälle auswerten, welche über alle Zeitpunkte Werte liefern, so dass 
Fälle, bei denen einzelne Zeitpunkte ausgefallen sind, nicht in die Analyse miteinbezogen werden 
konnten. 
Weiter wurde ein Fall ausgeschlossen, der offensichtlich von den anderen Fällen massiv abwich. Es 
handelte sich hierbei um den ersten in die Untersuchung eingeschlossenen Probanden. Dieser Proband 
wurde noch nicht mit der endgültigen Version des Studienprotokolls untersucht, so dass die 
Unterschiede möglicherweise durch die leicht abweichende Methodik erklärbar sind. 
Die ausgewertete Population dezimierte sich somit auf 25 Probanden. Diese teilten sich in 13 
Kontrollprobanden und 12 Therapieprobanden auf. Im Durchschnitt waren diese 64,8 (SD: 11,5) Jahre 
alt, wobei der jüngste Proband 46 Jahre und der älteste Proband 82 Jahre alt war. Sieben Probanden 
waren weiblich, 18 waren männlich. Es wurde bei 12 Probanden ein aortocoronarer Bypass (ACB), bei 
7 Probanden ein ACB in Kombination mit einem weiteren Eingriff und bei 6 Probanden ein anderer 
herzchirurgischer Eingriff durchgeführt. Die präoperativ erhobene Ejektionsfraktion, als Maß der 
Herzleistung, lag im Durchschnitt bei 58 % (SD: 8,9).  
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3.2.1 Vitale PBMC 
Die präoperativ erhobenen Messwerte für die Konzentration vitaler mononuklearer Zellen aus 
peripherem Blut (PBMC) zeigten im t-Test keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,657) 
zwischen den Vergleichsgruppen. Im Levene-Test zeigte sich keine Varianzhomogenität (p=0,270). Im 
Test nach Shapiro-Wilk zeigten die präoperativ erhobenen Messwerte keine Signifikanz (p=0,194), so 
dass eine Normalverteilung der Werte angenommen werden kann. Der Mauchly-Test auf Sphärizität 
lieferte ein höchst signifikantes Ergebnis (p=0,001). Es wurde daher die Korrektur nach Huynh-Feldt zur 
weiteren Beurteilung der Ergebnisse verwendet. Der zeitliche Verlauf der Messwerte 
(Innersubjekteffekte, Univariate), unabhängig von der Gruppenzugehörigkeit, zeigte über den 
Beobachtungszeitraum einen signifikanten Unterschied (p=0,022), unter Berücksichtigung der 
Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied (p=0,671) zwischen den 
Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des zeitlichen Verlaufes der Messwerte 
(Zwischensubjekteffekt), zeigte keinen signifikanten Unterschied (p=0,609).  
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 1431,76 ± 90,94 2328,47 ± 251,03 1803,65 ± 195,67 1882,18 ± 172,36 
Therapiegruppe 1359,81 ± 130,96 2392,19 ± 713,42 1883,33 ± 190,95 2374,31 ± 334,87 
Tabelle 3.2.1 Ermittelte Konzentration vitaler mononuklearer Zellen pro ml Blut [x10³/ml]. 
Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.1 Boxplot-Darstellung vitale PBMC 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.2 ANOVA-Auswertung vitale PBMC 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.2 CD184+ Zellen 
Die präoperativ erhobenen Messwerte für die Konzentration CD184+ Zellen zeigten im t-Test 
signifikante Unterschiede (p=0,026) zwischen den Vergleichsgruppen. Es zeigte sich keine 
Varianzhomogenität im Levene-Test (p=0,301). Eine Normalverteilung der Werte wurde angenommen, 
da sich präoperativ im Test nach Shapiro-Wilk keine Signifikanz zeigte (p=0,179). Der Mauchly-Test auf 
Sphärizität lieferte ein höchst signifikantes Ergebnis (p=0,001). Im Weiteren wurde die Korrektur nach 
Huynh-Feldt zur Beurteilung der Ergebnisse verwendet. Der zeitliche Verlauf der Messwerte 
(Innersubjekteffekte), unabhängig von der Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen grenzwertig nicht 
signifikanten Unterschied (p=0,053) über den Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung der 
Gruppenzugehörigkeit zeigte sich weiterhin ein signifikanter Unterschied (p=0,028) zwischen den 
Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des zeitlichen Verlaufes der Messwerte 
(Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls einen signifikanten Unterschied (p=0,023). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 260,27 ± 34,56 529,92 ± 76,29 391,76 ± 59,03 297,52 ± 53,14 
Therapiegruppe 412,49 ± 52,88 509,42 ± 76,83 521,37 ± 54,38 727,73 ± 158,69 
Tabelle 3.2.2 Ermittelte Konzentration CD184+ Zellen pro ml Blut [x10³/ml]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.3 Boxplot-Darstellung CD184+ 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.4 ANOVA-Auswertung CD184+ 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.3 CD14+ Monozyten 
Der Test nach Shapiro-Wilk zeigte für die präoperativ erhobenen Messwerte, für die Konzentration 
CD14+ Monozyten, höchste Signifikanz (p=0,001), so dass keine Normalverteilung der Werte 
angenommen werden kann. Diese Messwerte zeigten im U-Test nach Mann-Whitney keine statistisch 
signifikanten Unterschiede (p=0,320) zwischen den Vergleichsgruppen. Der Mauchly-Test auf 
Sphärizität lieferte kein signifikantes Ergebnis (p=0,158). Die Sphärizität wurde somit als gegeben 
angenommen. Der zeitliche Verlauf der Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der 
Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen höchst signifikanten Unterschied (p=0,001) über den 
Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung der Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein 
signifikanter Unterschied (p=0,250) zwischen den Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des 
zeitlichen Verlaufes der Messwerte (Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen signifikanten 
Unterschied (p=0,308). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 84,30 ± 21,89 347,80 ± 58,41 418,83 ± 105,89 203,24 ± 51,09 
Therapiegruppe 155,83 ± 47,11 354,89 ± 86,78 432,54 ± 76,93 404,73 ± 62,78 
Tabelle 3.2.3 Ermittelte Konzentration CD14+ Monozyten pro ml Blut [x10³/ml]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.5 Boxplot-Darstellung Monozyten 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.6 ANOVA-Auswertung Monozyten 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.4 ISHAGE CD34+ 
Die präoperativ erhobenen Messwerte für die Konzentration CD34+ Stammzellen nach ISHAGE-
Protokoll zeigten im U-Test nach Mann-Whitney keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,728) 
zwischen den Vergleichsgruppen. Im Test nach Shapiro-Wilk zeigten die präoperativ erhobenen 
Messwerte höchste Signifikanz (p=0,001), so dass keine Normalverteilung der Werte angenommen 
werden kann. Der Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte ein höchst signifikantes Ergebnis (p=0,001). Es 
wurde die Korrektur nach Huynh-Feldt zur weiteren Beurteilung der Ergebnisse verwendet. Der zeitliche 
Verlauf der Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen 
höchst signifikanten Unterschied (p=0,001) über den Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung 
der Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied (p=0,563) zwischen den 
Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des zeitlichen Verlaufes der Messwerte 
(Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (p=0,795). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 678,75 ± 194,94 1160,40 ± 247,30 708,26 ± 150,22 1671,43 ± 435,77 
Therapiegruppe 609,21 ± 112,20 1398,26 ± 323,63 508,89 ± 113,44 1428,49 ± 231,57 
Tabelle 3.2.4 Ermittelte Konzentration CD34+ Stammzellen pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.7 Boxplot-Darstellung CD34+ 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.8 ANOVA-Auswertung CD34+ 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.5 ISHAGE CD34+ CD133+ 
Die präoperativen Messwerte für die Konzentration CD34+ CD133+ Stammzellen nach ISHAGE-
Protokoll zeigten im U-Test nach Mann-Whitney keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,689) 
zwischen den Vergleichsgruppen. Im Test nach Shapiro-Wilk zeigten die präoperativ erhobenen 
Messwerte höchste Signifikanz (p=0,001), so dass keine Normalverteilung der Werte angenommen 
werden kann. Der Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte ein höchst signifikantes Ergebnis (p=0,001). Es 
wurde die Korrektur nach Huynh-Feldt zur weiteren Beurteilung der Ergebnisse verwendet. Der zeitliche 
Verlauf der Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen 
höchst signifikanten Unterschied (p=0,001) über den Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung 
der Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied (p=0,720) zwischen den 
Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des zeitlichen Verlaufes der Messwerte 
(Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (p=0,928). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 364,28 ± 103,09 651,86 ± 170,40 360,07 ± 76,46 1089,60 ± 307,55 
Therapiegruppe 343,35 ± 73,03 882,87 ± 196,38 297,32 ± 65,43 1061,97 ± 162,58 
Tabelle 3.2.5 Ermittelte Konzentration CD34+ CD133+ Stammzellen pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.9 Boxplot-Darstellung CD34/133+ 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.10 ANOVA-Auswertung CD34/133+ 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.6 ISHAGE CD34+ CD117+ 
Der Test nach Shapiro-Wilk zeigten die präoperativ erhobenen Messwerte für die Konzentration 
CD34+ CD117+ Stammzellen nach ISHAGE-Protokoll höchste Signifikanz (p=0,001), so dass keine 
Normalverteilung der Werte angenommen werden kann. Diese Messwerte zeigten darüberhinaus im 
U-Test nach Mann-Whitney keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,650) zwischen den 
Vergleichsgruppen. Der Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte ein höchst signifikantes Ergebnis 
(p=0,001). Entsprechend wurde die Korrektur nach Huynh-Feldt zur weiteren Beurteilung der 
Ergebnisse verwendet. Der zeitliche Verlauf der Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der 
Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen höchst signifikanten Unterschied (p=0,001) über den 
Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung der Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein 
signifikanter Unterschied (p=0,669) zwischen den Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des 
zeitlichen Verlaufes der Messwerte (Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen signifikanten 
Unterschied (p=0,518). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 297,43 ± 86,26 564,03 ± 114,93 336,50 ± 80,95 1055,67 ± 295,55 
Therapiegruppe 219,30 ± 51,14 598,95 ± 128,10 207,39 ± 45,27 860,50 ± 174,18 
Tabelle 3.2.6 Ermittelte Konzentration CD34+ CD117+ Stammzellen pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.11 Boxplot-Darstellung CD34/117+ 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.12 ANOVA-Auswertung CD34/117+ 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.7 ISHAGE CD34+ CD184+ 
Die präoperativ erhobenen Messwerte für die Konzentration CD34+ CD184+ Stammzellen nach 
ISHAGE-Protokoll zeigten im U-Test nach Mann-Whitney statistisch signifikante Unterschiede 
(p=0,040) zwischen den Vergleichsgruppen. Im Test nach Shapiro-Wilk zeigten die präoperativ 
erhobenen Messwerte hohe Signifikanz (p=0,004), so dass keine Normalverteilung der Werte 
angenommen werden kann. Der Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte ein höchst signifikantes Ergebnis 
(p=0,001). Es wurde die Korrektur nach Huynh-Feldt zur weiteren Beurteilung der Ergebnisse 
verwendet. Der zeitliche Verlauf der Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der 
Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen hoch signifikanten Unterschied (p=0,003) über den 
Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung der Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein 
signifikanter Unterschied (p=0,807) zwischen den Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des 
zeitlichen Verlaufes der Messwerte (Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen signifikanten 
Unterschied (p=0,171). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 26,35 ± 4,84 120,80 ± 35,69 46,70 ± 9,44 92,05 ± 29,87 
Therapiegruppe 48,89 ± 8,65 143,39 ± 43,85 53,33 ± 16,63 139,78 ± 26,88 
Tabelle 3.2.7 Ermittelte Konzentration CD34+ CD184+ Stammzellen pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.13 Boxplot-Darstellung CD34/184+ 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.14 ANOVA-Auswertung CD34/184+ 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.8 ISHAGE CD34+ CD133+ CD117+ 
Die präoperativ erhobenen Messwerte für die Konzentration CD34+ CD133+ CD117+ Stammzellen 
nach ISHAGE-Protokoll zeigten im U-Test nach Mann-Whitney keine statistisch signifikanten 
Unterschiede (p=0,728) zwischen den Vergleichsgruppen. Im Test nach Shapiro-Wilk zeigten die 
präoperativ erhobenen Messwerte höchste Signifikanz (p=0,001), so dass keine Normalverteilung der 
Werte angenommen werden kann. Der Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte ein höchst signifikantes 
Ergebnis (p=0,001). Die Korrektur nach Huynh-Feldt wurde zur weiteren Beurteilung der Ergebnisse 
verwendet. Der zeitliche Verlauf der Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der 
Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen höchst signifikanten Unterschied (p=0,001) über den 
Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung der Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein 
signifikanter Unterschied (p=0,777) zwischen den Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des 
zeitlichen Verlaufes der Messwerte (Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen signifikanten 
Unterschied (p=0,832). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 152,80 ± 46,98 358,75 ± 85,95 172,39 ± 49,58 703,58 ± 226,23 
Therapiegruppe 111,22 ± 33,12 419,13 ± 92,78 114,46 ± 29,11 658,59 ± 131,23 
Tabelle 3.2.8 Ermittelte Konzentration CD34+ CD133+ CD117+ Stammzellen pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.15 Boxplot-Darstellung CD34/133/117+ 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.16 ANOVA-Auswert. CD34/133/117+ 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.9 ISHAGE CD34+ CD133+ CD184+ 
Die präoperativ erhobenen Messwerte für die Konzentration CD34+ CD133+ CD184+ Stammzellen 
nach ISHAGE-Protokoll zeigten im U-Test nach Mann-Whitney keine statistisch signifikanten 
Unterschiede (p=0,152) zwischen den Vergleichsgruppen. Im Test nach Shapiro-Wilk zeigten die 
präoperativ erhobenen Messwerte höchste Signifikanz (p=0,001), so dass keine Normalverteilung der 
Werte angenommen werden kann. Der Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte ein hoch signifikantes 
Ergebnis (p=0,002). Entsprechend wurde die Korrektur nach Huynh-Feldt zur weiteren Beurteilung der 
Ergebnisse verwendet. Der zeitliche Verlauf der Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der 
Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen höchst signifikanten Unterschied (p=0,001) über den 
Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung der Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein 
signifikanter Unterschied (p=0,333) zwischen den Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des 
zeitlichen Verlaufes der Messwerte (Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen signifikanten 
Unterschied (p=0,171). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 14,37 ± 3,88 63,03 ± 19,96 21,74 ± 6,49 67,14 ± 20,75 
Therapiegruppe 30,77 ± 7,66 52,83 ± 9,75 38,10 ± 16,69 110,92 ± 23,89 
Tabelle 3.2.9 Ermittelte Konzentration CD34+ CD133+ CD184+ Stammzellen pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.17 Boxplot-Darstellung CD34/133/184+ 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.18 ANOVA-Auswert. CD34/133/184+ 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.10 ISHAGE CD133+ 
 Eine Normalverteilung der präoperativ erhobenen Messwerte für die Konzentration CD133+ 
Stammzellen nach ISHAGE-Protokoll konnte nicht angenommen werden, da sich im Test nach Shapiro-
Wilk höchste Signifikanz (p=0,001) zeigte. Weiter zeigten im U-Test nach Mann-Whitney keine 
statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,999) für die präoperativ erhobenen Messwerte zwischen den 
Vergleichsgruppen. Der Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte ein höchst signifikantes Ergebnis 
(p=0,001). Es wurde die Korrektur nach Huynh-Feldt zur weiteren Beurteilung der Ergebnisse 
verwendet. Der zeitliche Verlauf der Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der 
Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen höchst signifikanten Unterschied (p=0,001) über den 
Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung der Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein 
signifikanter Unterschied (p=0,626) zwischen den Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des 
zeitlichen Verlaufes der Messwerte (Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen signifikanten 
Unterschied (p=0,896). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 449,63 ± 107,69 707,73 ± 137,22 438,57 ± 97,45 1252,01 ± 359,42 
Therapiegruppe 382,65 ± 61,87 890,42 ± 201,46 314,26 ± 67,35 1169,94 ± 173,83 
Tabelle 3.2.10 Ermittelte Konzentration CD133+ Stammzellen pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.19 Boxplot-Darstellung CD133+ 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.20 ANOVA-Auswertung CD133+ 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.11 ISHAGE CD133+ CD117+ 
Die präoperativ erhobenen Messwerte für die Konzentration CD133+ CD117+ Stammzellen nach 
ISHAGE-Protokoll zeigten im U-Test nach Mann-Whitney keine statistisch signifikanten Unterschiede 
(p=0,574) zwischen den Vergleichsgruppen. Im Test nach Shapiro-Wilk zeigten die präoperativ 
erhobenen Messwerte höchste Signifikanz (p=0,001), so dass keine Normalverteilung der Werte 
angenommen werden kann. Der Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte ein höchst signifikantes Ergebnis 
(p=0,001). Es wurde die Korrektur nach Huynh-Feldt zur weiteren Beurteilung der Ergebnisse 
verwendet. Der zeitliche Verlauf der Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der 
Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen höchst signifikanten Unterschied (p=0,001) über den 
Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung der Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein 
signifikanter Unterschied (p=0,761) zwischen den Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des 
zeitlichen Verlaufes der Messwerte (Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen signifikanten 
Unterschied (p=0,687). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 171,87 ± 46,42 373,81 ± 73,41 202,45 ± 57,16 788,38 ± 248,64 
Therapiegruppe 124,97 ± 35,99 416,93 ± 85,23 125,03 ± 29,06 702,95 ± 143,84 
Tabelle 3.2.11 Ermittelte Konzentration CD133+ CD117+ Stammzellen pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.21 Boxplot-Darstellung CD133/117+ 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.22 ANOVA-Auswertung CD133/117+ 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.2.12 ISHAGE CD117+ 
Die präoperativ erhobenen Messwerte für die Konzentration CD117+ Stammzellen nach ISHAGE-
Protokoll zeigten im U-Test nach Mann-Whitney keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,406) 
zwischen den Vergleichsgruppen. Im Test nach Shapiro-Wilk zeigten die präoperativ erhobenen 
Messwerte eine Signifikanz (p=0,022), so dass keine Normalverteilung der Werte angenommen werden 
kann. Der Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte ein höchst signifikantes Ergebnis (p=0,001). Zur weiteren 
Beurteilung der Ergebnisse wurde die Korrektur nach Huynh-Feldt verwendet. Der zeitliche Verlauf der 
Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der Gruppenzugehörigkeit, zeigte einen höchst 
signifikanten Unterschied (p=0,001) über den Beobachtungszeitraum, unter Berücksichtigung der 
Gruppenzugehörigkeit zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied (p=0,772) zwischen den 
Gruppen. Der Vergleich, ohne Beachtung des zeitlichen Verlaufes der Messwerte 
(Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (p=0,825). 
 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 641,00 ± 107,75 780,04 ± 133,06 448,45 ± 76,47 1384,32 ± 281,55 
Therapiegruppe 532,71 ± 130,62 891,05 ± 198,65 355,85 ± 66,02 1317,57 ± 295,44 
Tabelle 3.2.12 Ermittelte Konzentration CD117+ Stammzellen pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.23 Boxplot-Darstellung CD117+ 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.24 ANOVA-Auswertung CD117+ 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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3.3 Koloniebildung (CFU-Hill) 
Die Population, die für die CFU-Hill-Analyse zur Verfügung stand, war von Beginn an kleiner als die 
Gesamtstudienpopulation. Zum einen wurden aus ökonomischen Gründen nicht bei allen Probanden 
eine CFU-Hill Zellkultur angelegt, zum anderen zeigten sich im Verlauf der Untersuchung und vor allem 
am Anfang gelegentlich Kontaminationen der Kulturen, so dass diese nicht auswertbar waren. Durch 
eine methodische Besonderheit der ANOVA wurde die Anzahl der auswertbaren Fälle weiter limitiert. 
Diese kann nur Fälle auswerten, welche über alle Zeitpunkte Werte liefern, so dass Fälle, bei denen 
einzelne Zeitpunkte ausgefallen sind, nicht in die Analyse miteinbezogen werden konnten. 
3.3.1 Analyse über alle Zeitpunkte 
Die ausgewertete Population dezimierte sich somit auf 11 Probanden. Diese teilten sich in 5 
Kontrollprobanden und 6 Therapieprobanden auf. Im Durchschnitt waren diese 66,9 (SD: 11,8) Jahre 
alt, wobei der jüngste Proband 42 Jahre und der älteste Proband 78 Jahre alt war. Es wurde bei 6 
Probanden ein aortocoronarer Bypass (ACB), bei 3 Probanden ein ACB in Kombination mit einem 
weiteren Eingriff und bei 2 Probanden ein anderer herzchirurgischer Eingriff durchgeführt. Die 
präoperativ erhobene Ejektionsfraktion, als Maß der Herzleistung, lag in Durchschnitt bei 61,3 % (SD: 
5,9). 
Die präoperativ erhobenen Messwerte für die Anzahl von CFU-Hill Kolonien pro ml Blut zeigten im U-
Test nach Mann-Whitney keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,999) zwischen den 
Vergleichsgruppen. Im Test nach Shapiro-Wilk zeigten die präoperativ erhobenen Messwerte keine 
Signifikanz (p=0,060), so dass eine Normalverteilung der Werte angenommen werden kann. Der 
Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte kein signifikantes Ergebnis (p=0,069). Es wurde daher die 
Sphärizität als gegeben angenommen. Der zeitliche Verlauf der Messwerte (Innersubjekteffekte), 
unabhängig von der Gruppenzugehörigkeit, zeigte grenzwertig keinen signifikanten Unterschied 
(p=0,054) über den Beobachtungszeitraum, auch unter Berücksichtigung der Gruppenzugehörigkeit 
zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0,824) zwischen den Gruppen. Der Vergleich, ohne 
Beachtung des zeitlichen Verlaufes der Messwerte (Zwischensubjekteffekt), zeigte ebenfalls keinen 
signifikanten Unterschied (p=0,933). 
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 präOP 6h postOP 48h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 135,54 ± 61,38 20,34 ± 8,75 38,71 ± 14,66 141,00 ± 93,63 
Therapiegruppe 121,09 ± 34,47 28,93 ± 19,56 75,27 ± 33,17 101,52 ± 37,57 
Tabelle 3.3.1 Ermittelte CFU-Hill Kolonien pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.25 Boxplot-Darstellung CFU (alle) 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.26 ANOVA-Auswertung CFU (alle) 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
3.3.2 Analyse über drei Zeitpunkte 
Um die Anzahl der analysierbaren Probanden zu erhöhen, wurde in einer zweiten Analyse auf die 
Einbeziehung der Daten von der 48h postOP Probe verzichtet, da dieses die maximale Anzahl an 
Probanden hervorbrachte, ohne auf die Analyse der Daten der 6d postOP Probe verzichten zu müssen. 
Somit konnten in der zweiten Analyse 15 Probanden eingeschlossen werden. Diese teilten sich in 8 
Kontrollprobanden und 7 Therapieprobanden auf. Im Durchschnitt waren diese 65,0 (SD: 11,6) Jahre 
alt, wobei der jüngste Proband 42 Jahre und der älteste Proband 78 Jahre alt war. Es wurde bei 7 
Probanden ein aortocoronarer Bypass (ACB), bei 4 Probanden ein ACB in Kombination mit einem 
weiteren Eingriff und bei 4 Probanden ein anderer herzchirurgischer Eingriff durchgeführt. Die 
präoperativ erhobene Ejektionsfraktion, als Maß der Herzleistung, lag im Durchschnitt bei 58,9 % (SD: 
8,9). 
Die präoperativ erhobenen Messwerte für die Anzahl von CFU-Hill Kolonien pro ml Blut zeigten im U-
Test nach Mann-Whitney keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,999) zwischen den 
Vergleichsgruppen. Im Test nach Shapiro-Wilk zeigten die präoperativ erhobenen Messwerte eine hohe 
Signifikanz (p=0,005), so dass keine Normalverteilung der Werte angenommen werden kann. Der 
Mauchly-Test auf Sphärizität lieferte ein höchst signifikantes Ergebnis (p=0,001). Es wurde daher die 
Korrektur nach Huynh-Feldt zur weiteren Beurteilung der Ergebnisse verwendet. Der zeitliche Verlauf 
der Messwerte (Innersubjekteffekte), unabhängig von der Gruppenzugehörigkeit, zeigte keinen 
signifikanten Unterschied (p=0,081) über den Beobachtungszeitraum, auch unter Berücksichtigung der 
Gruppenzugehörigkeit zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0,918) zwischen den Gruppen. Der 
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Vergleich, ohne Beachtung des zeitlichen Verlaufes der Messwerte (Zwischensubjekteffekt), zeigte 
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (p=0,830). 
 präOP 6h postOP 6d postOP 
Kontrollgruppe 122,90 ± 37,94 49,31 ± 23,73 267,11 ± 125,77 
Therapiegruppe 112,45 ± 30,39 51,52 ± 28,00 232,80 ± 135,07 
Tabelle 3.3.2 Ermittelte CFU-Hill Kolonien pro ml Blut [ml-1]. 
  Aufgeführt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Abbildung 3.27 Boxplot-Darstellung CFU (drei) 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe, 
   Kreis = Ausreißer, Raute = Extremwert) 
 
Abbildung 3.28 ANOVA-Auswertung CFU (drei) 
   Die Linien stellen den Verlauf des geschätzten  
   Randmittels laut ANOVA-Auswertung dar. 
   (blau = Kontrollgruppe, grün = Therapiegruppe) 
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4 Diskussion 
Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit beschäftigt sich mit dem Einfluss der ischämischen 
Remotepräkonditionierung (RIPC) auf die Mobilisierung endothelialer Progenitorzellen (EPC). 
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung eines entsprechenden Zusammenhangs. Bekannt ist, dass 
sowohl die ischämische Präkonditionierung (RIPC) [42], als auch die Transplantation endothelialer 
Progenitorzellen (EPC) [5], positive Effekte auf die Regeneration ischämisch geschädigter 
Myokardareale aufweisen. Für die RIPC wurden jedoch zu Beginn dieser Arbeit lediglich nicht-zelluläre 
Mechanismen beschrieben. 
Zum Zwecke dieser Untersuchung wurde freiwilligen Probanden, welche sich im Rahmen der  RIPHeart-
Studie [69] einer elektiven Herzoperation unterzogen, zu festgelegten Zeitpunkten Blut entnommen, 
welches quantitativ auf EPC untersucht wurde. Eine vorherige Randomisierung mit Zuordnung zu einer 
Therapie- oder Kontrollgruppe wurde durch das Studienzentrum der  RIPHeart-Studie durchgeführt, so 
dass eine doppelte Verblindung möglich war. 
Innerhalb der untersuchten EPC-Populationen zeigten sich weder in der Durchflusszytometrie (FACS) 
noch in der Zellkultur (CFU-Hill) im Verlauf signifikante Unterschiede zwischen der Therapie- und 
Kontrollgruppe. Es konnten jedoch signifikante Veränderungen der Zellkonzentration im zeitlichen 
Verlauf unabhängig von der Gruppenzugehörigkeit gezeigt werden. So imponierte nach initialem 
postoperativem Anstieg der EPC-Zahl nach 48 Stunden ein Abfall, gefolgt von einem erneuten Anstieg 
der Zellkonzentration am sechsten postoperativen Tag. Darüber hinaus wurden Hinweise auf Effekte 
bei einer Zellpopulation, welche nicht zu den originär untersuchten EPC zählen, gefunden. So zeigte 
sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Therapie- und Kontrollgruppe bei CD184+ Zellen. Dieser 
Marker wird, wie bereits einleitend gezeigt, von verschiedenen Zellpopulationen exprimiert, so dass eine 
Zuordnung zu einer definieren Population durch alleinige Analyse von CD184 nicht möglich ist. 
4.1 Zellpopulationen in der Durchflusszytometrie 
4.1.1 Vitale PBMC 
Die zur Analyse herangezogene Zellsuspension enthält entsprechend der Herstellerangaben [35] 95 ± 
5% mononukleäre Zellen (PBMC), 5 ± 5% Granulozyten und weniger als 1% Erythrozyten. Die Vitalität 
der Zellen wird mit 95 ± 5% angegeben. Eine Untersuchung von Granulozyten war nicht Ziel dieser 
Arbeit, so dass auf einen spezifischen Granulozytenmarker verzichtet wurde. Für nachfolgende 
Untersuchungen wurden die Ergebnisse auf durchflusszytometrisch bestimmte vitale PBMC bezogen. 
Die beiden größten Zellpopulationen der PBMC, die Monozyten und Lymphozyten, unterliegen 
Änderungen der Zellzahlen und -konzentrationen im Zeitverlauf von Herzoperationen. So zeigt sich ein 
postoperativer Anstieg bei den Monozyten, wohingegen die Lymphozyten abfallen. [86] Dies steht im 
Einklang mit den erhobenen Daten für CD14+ Monozyten. Wahrscheinlich sind diese Effekte auf das 
Auftretenden eines systemic inflammatory response syndrome (SIRS) zurückzuführen. [38] Mögliche 
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Auswirkungen dieser Vorgänge auf die Messung anderer Zellpopulationen wurden durch Normierung 
der Werte auf Anzahl der Zellen pro Volumen der Blutprobe minimiert. 
Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Therapie- und Kontrollgruppe. Es 
konnte jedoch eine signifikante Änderung im Zeitverlauf, ohne Berücksichtigung der 
Gruppenzugehörigkeit, gezeigt werden. Dies deckt sich mit den Beobachtungen vorgenannter Autoren. 
[86, 38]  
4.1.2 CD184+ PBMC 
CD184 spielt als SDF-1-Rezeptor in der Migration von Stammzellen nach kardialer Schädigung eine 
wichtige Rolle. [1] Er wird sowohl von hämatopoetischen Stammzellen [15], als auch wie bereits gezeigt 
von ausdifferenzierten Zellen, beispielsweise Mono- [15] oder Granulozyten, [17] exprimiert. 
In der Literatur finden sich heterogene Angaben zur physiologischen Konzentration von CD184+ Zellen. 
So fanden Egan et al. bei der Untersuchung von Kontrollkollektiven 24,8 ± 3,3% (2011) sowie  
19,4 ± 2,8% (2009) CD184+ Zellen in ihrer Untersuchung. [28, 29] Bei Patienten mit einer KHK fanden 
sie dagegen mit 7,7 ± 1,2% signifikant (p=0,0001) niedrigere Konzentrationen. [29] Dotsenko et al. 
(2010) fanden mit 65 ± 13,6% deutlich höhere Konzentrationen in einem entsprechenden Kollektiv. [25] 
Beide Autorengruppen bereiteten die Blutzellen vor der Analyse mittels Dichtezentrifugation auf, nutzten 
jedoch Systeme unterschiedlicher Hersteller. Auch die Analyse der gewonnenen Ergebnisse erfolgte 
durch unterschiedliche Gatingstrategien. 
Hier zeigt sich eine Problematik im Zusammenhang mit der Dichtezentrifugation in dieser Population 
durch den nicht eindeutig definierten Anteil von Granulozyten in den Zellproben.  
Eine eindeutige Einordnung der erhobenen Ergebnisse erscheint mir durch die unklare 
Zusammensetzung der CD184+ Zellfraktion, in Zusammenschau mit den heterogenen Ergebnissen 
vorgenannter Autoren, als nicht möglich. Erschwert wird die Interpretation durch einen signifikanten 
Gruppenunterschied (p=0,026) der präoperativ erhobenen Werte. CD184 konnte jedoch in Kombination 
mit weiteren Markern zur Identifizierung von EPC Subpopulationen genutzt werden. Die Ergebnisse 
werden in den Abschnitten der entsprechenden Marker diskutiert. 
Interessanterweise zeigte sich bei CD184+ PBMC auch im Zeitverlauf ein signifikanter Unterschied 
(p=0,028) zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse sind jedoch, wie bereits betont, 
nur unter Vorbehalt zu interpretieren. Eine Überprüfung eines entsprechenden Zusammenhanges wäre 
mit einer für CD184+ Zellen angepassten Methodik notwendig. 
4.1.3 Endotheliale Progenitorzellen 
Wie bereits beschrieben ist eine Identifikation endothelialer Progenitorzellen (EPC) nicht allein über 
einen einzelnen Oberflächenmarker möglich. [67] Insbesondere zur Abgrenzung von hämatopoetischen 
Stammzellen können, wie zuvor gezeigt (siehe Abschnitt 1.3.3), Kombinationen unterschiedlicher 
Marker genutzt werden. Eine inverse Korrelation der Anzahl zirkulierender EPC mit kardiovaskulären 
Risiken ist hinlänglich bekannt. [45, 107] Auch eine Mobilisation von EPC nach myokardialer Ischämie 
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[60] sowie nach kardiochirurgischen Eingriffen [85], wurde bereits gezeigt. Es wurde jedoch erstmals 
der Einfluss einer ischämischen Remotepräkonditionierung (RIPC) auf EPC im Rahmen von 
kardiochirurgischen Eingriffen, untersucht. 
ISHAGE CD34+ 
Die präoperativ gefundene durchschnittliche Konzentration von 645 Zellen (CD34+) pro ml Blut wies in 
den Einzelwerten eine hohe Streubreite auf. Diese Daten decken sich weitgehend mit den aktuellen 
Ergebnissen von Janssen et al. (2014) [49] und Patel et al. (2015) [77]. Beide Autoren nutzen zur 
Abschätzung der Zellzahlen ebenfalls die ISHAGE-Kriterien, fanden jedoch geringfügig höhere 
Konzentrationen, bei ähnlich hohen Streubreiten. Sowohl Egan et al. (2009) [29] als auch  
Dotsenko et al. (2010) [25] fanden deutlich höhere Konzentrationen, nutzten für ihre Analyse jedoch 
nicht das ISHAGE-Protokoll. Barnett et al. zeigten bereits 1998 in ihrer Arbeit zur Qualität der 
Quantifizierung von CD34+ Stammzellen die Vorteile des ISAHGE-Protokolls in Hinblick auf die 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen verschiedenen Laboren. [11] Heute gilt das Protokoll als 
Standardverfahren und wird von den Großteil der Labore genutzt, jedoch werden die Kriterien nicht 
immer korrekt umgesetzt, was Einfluss auf die Ergebnisse haben kann. [109] 
Im zeitlichen Verlauf zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Therapie- und 
Kontrollgruppe. Es konnte jedoch ein höchst signifikanter Unterschied (p=0,001) der 
Zellkonzentrationen zwischen den Messzeitpunkten festgestellt werden. So zeigte sich eine 
Verdoppelung CD34+ EPC bereits sechs Stunden postoperativ. Jedoch fiel die Zellzahl bereits 48 h 
postOP wieder auf ihr Ursprungsniveau ab. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von 
Egan et al. (2009), welche einen solchen Effekt nach perkutaner Koronarintervention (PCI) sahen. [29] 
Es wäre möglich, dass sich hier ein Verbrauch der zirkulierenden Zellen durch myokardiale 
Reparaturmechanismen zeigt. Interessanterweise erreichten die erhobenen Werte am sechsten 
postoperativen Tag ihr Maximum und stiegen somit wieder deutlich an. Dies könnte eine vermehrte 
Rekrutierung aus dem Knochenmark widerspiegeln, jedoch bedarf dieser Effekt weiterer Klärung. 
Der zeitliche Verlauf zeigte sich, mit unterschiedlichem Signifikanzniveau, bei allen untersuchten 
Subpopulationen, wobei auch hier Egan et al. (2009) entsprechende Effekte für CD34+, CD133+, 
CD117+, CD34+/CD117+, CD184+ PBMC in ihren Untersuchungen bis 48 h nach Intervention sahen. 
[29] 
Das CD34-Antigen ist der wichtigste Marker zur Identifikation hämatopoetischer Stammzellen. [91, 16] 
Die Identifizierung endothelialer Progenitorzellen ist jedoch durch die alleinige Analyse von CD34 nicht 
möglich. Hierzu werden weitere Marker benötigt. [67] 
Mehrere Autoren untersuchten den therapeutischen Nutzen von CD34+ Stammzellen. [5] So 
behandelten Balogh et al. (2007) Patienten nach Herzinfarkt mit autologen intrakoronar applizierten 
CD34+ Stammzellen. Nach sechs Monaten fanden die Autoren eine tendenzielle Besserung der 
echokardiographisch bestimmten linksventrikulären Ejektionsfraktion. Die Daten erreichten jedoch nicht 
das Signifikanzniveau. [10] Auch Iwasaki et al. (2006) postulierten dosisabhängig positive Einflüsse auf 
die funktionelle Wiederherstellung nach Herzinfarkt, durch die Transplantation von CD34+ Stammzellen. 
[48] 
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ISHAGE CD133+ 
Die CD133+ Zellen wiesen zu 85% eine Koexpression von CD34+ auf. Dies ist etwas weniger als Quirici 
et al. (2001) fanden, es zeigte sich jedoch, dass analog zu den Angaben weiterer Autoren der Großteil 
der CD133+ Zellen diese Koexpression aufweisen. [84, 34] Der Vergleich mit den Ergebnissen von 
Powell et al. (2005) zeigt, dass die erhobenen Werte für CD34+/CD133+ EPC zu denen von Patienten 
mit KHK passen. [81] Auch bei umgekehrter Betrachtung zeigten sich im Vergleich mit anderen Autoren 
[77, 36] glaubhafte Werte. So exprimierten 55% der CD34+ Zellen gleichzeitig CD133. Egan et al. (2008) 
fanden jedoch erneut mit etwa 10% deutlich abweichende Werte. [30] Dies könnte unter Einbeziehung 
der Werte für CD34 und im Vergleich mit den Ergebnissen vorgenannter Autoren auf die Nutzung einer 
unzureichenden Gatingstrategie hinweisen, zudem wurde die Präsenz einer KHK nicht berücksichtigt. 
Analog zu den Ergebnissen bei weiteren EPC-Subpopulationen [107] konnten Powell et al. (2005) 
zeigen, dass eine KHK mit verminderter Anzahl im Blut zirkulierender CD34+/CD133+ EPC einhergeht. 
[81] Die verminderte Anzahl zirkulierender EPC gilt als Prädiktor für Morbidität und Mortalität bei 
kardiovaskulär vorerkrankten Patienten. [107] 
Die therapeutische Wirksamkeit von CD133+ EPC, durch Transplantation selbiger, konnte bereits von 
Stamm et al. (2003) [92] gezeigt werden und wurde später durch weitere Autoren bestätigt. [12, 3] 
Limitierend ist hierbei anzumerken, dass es sich bei den transplantierten Zellen um EPC aus dem 
Knochenmark handelte. 
CD133+ EPC sowie ihre Subpopulationen, stellen somit einen hoffnungsvollen Ansatz in der Therapie 
der ischämischen Herzerkrankung dar. Es zeigten sich analog zu den Ergebnissen bei CD34+ auch hier 
keine signifikanten Unterschiede zwischen Therapie- und Kontrollgruppe, jedoch ebenso höchst 
signifikante Unterschiede (p=0,001) im zeitlichen Verlauf, bei ähnlichem Verlaufsmuster. 
Die gefundenen CD133+ Zellen exprimierten zu 36% auch CD117. Im Umkehrschluss waren 26% der 
CD117+ Zellen auch CD133. Meines Wissens werden Daten zu dieser Population hier erstmals 
präsentiert. CD133+/CD117+ EPC exprimierten mit 89% zu einem hohen Anteil auch CD34. 
ISHAGE CD117+ 
Präoperativ zeigte sich für CD117+ eine durchschnittliche Konzentration von 589 Zellen pro ml Blut. Wie 
auch in den anderen Zellpopulationen wiesen die Einzelwerte eine hohe Streubreite auf. Adams et al. 
(2008) untersuchten im Rahmen eines Marathonlaufes gesunde Probanden und fanden, bei 
abweichender Methodik, mit 2478±245 Zellen pro ml Blut eine höhere Konzentration. [2] 
CD117 spielt eine wichtige Rolle bei der Mobilisation von EPC [21], wird jedoch auch von anderen 
hämatopoetischen Stammzellen [27] und Mastzellen exprimiert. Weiter wird CD117 in der Diagnostik 
[61] und als Marker bei bestimmten Tumoren verwendet. [19] Da CD117 wenig spezifisch für EPC ist, 
sollte er nur als zusätzlicher Marker zur Identifikation von EPC genutzt werden. Dies könnte die im 
Vergleich zu CD34, CD133 und CD309 seltenere Nutzung dieses Markers [5] im Kontext von EPC 
erklären. 
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Bei der Betrachtung der Koexpression von CD117 auf CD34+ EPC im peripheren Blut zeigt sich in der 
Literatur ein inhomogenes Bild. So fanden Grundmann et al. (2007) bei 63.3% (±5.3) der CD34+ EPC 
auch CD117 [36], dagegen fanden Egan et al. (2009) diese Koexpression nur bei 38,7% der KHK-
Patienten. [29] Hier spielt sicherlich die unterschiedliche Methodik der Autoren eine Rolle. Mit 40,3% 
zeigten sich in dieser Arbeit Ergebnisse, welche denen von Egan et al. (2009) am nächsten kommen. 
Die abweichende Methodik dieser Autoren macht eine eindeutige Einordung der Ergebnisse jedoch 
unmöglich. 
Ebenso, wie bei der bereits gezeigten Kombination von CD133+ und CD117+, werden meines Wissens 
nach hier erstmals Daten zur zellulären Koexpression von CD34+/CD133+/CD117+ im peripheren Blut 
gezeigt. Für Knochenmark wurden diese Kombinationen von Laupheimer et al. (2014) [58] gezeigt. 
Entsprechend der Ergebnisse der anderen untersuchten EPC-Subpopulationen zeigten sich auch bei 
CD117+, CD34/CD117+ und CD34+/CD133+/CD117+ EPC keine signifikanten Unterschiede  zwischen 
Therapie- und Kontrollgruppe. Der zuvor gesehene höchst signifikante Unterschied (p=0,001) im 
Zeitverlauf, ohne Betrachtung der Gruppenzugehörigkeit, zeigte sich auch hier. 
ISHAGE CD34+ CD184+ 
Ein weiterer im Zusammenhang mit EPC im peripheren Blut verwendeter Marker ist der SDF-1-Rezeptor 
CD184. Eine Koexpression mit CD34+ ist bereits bekannt. [70] Präoperativ zeigte sich für diese 
Kombination ein Wert von 37 Zellen (CD34+/CD184+) pro ml Blut. Patel et al. fanden kürzlich mit 974 
Zellen pro ml einen deutlich höheren Wert. [77] Wyderka et al. (2012) fanden unter Anwendung der 
ISHAGE-Kriterien mit rund 2000 CD34+/CD184+ EPC einen noch höheren Wert. [112] Auch bei 
Betrachtung des relativem Anteils der CD34+/CD184+ EPC an CD34+ Zellen zeigte sich mit 6% ein 
deutlich niedrigerer Anteil als bei Patel et al. (2015), welche dies bei 53% der Zellen sahen. [77] Egan 
et al. (2008) fanden ähnliche Werte bei KHK Patienten. [30] 
Bei den CD34+/CD133+/CD184+ EPC zeigten sich mit 22 Zellen pro ml Blut ebenfalls, im Vergleich mit 
Patel et al. (2015), abweichende Werte. Diese fanden mit 398 deutlich mehr Zellen pro ml Blut. [77] 
Aufgrund der Ergebnisse vorgenannter Autoren ist in Betracht zu ziehen, dass die Werte für CD184+ 
EPC unterschätzt wurden und somit eine valide Aussage nicht sicher möglich ist. 
4.1.4 Limitationen 
Die präoperativen Probenentnahmen wurden im Rahmen der anästhesiologischen Vorbereitung 
entnommen. Es ist nicht sicher auszuschließen, dass es hierbei Abweichungen von dem vorgesehenen 
Procedere gab. Da jedoch der Kreis derer, die in die Durchführung der Studie einbezogen waren, 
begrenzt ist und Abweichungen im Bereich der Probenentnahmen, durch zeitliche Begrenzung auf die 
Narkosevorbereitung, nur gering sein können, ist davon auszugehen, dass dieser Faktor die 
Aussagekraft der vorliegenden Arbeit nicht gefährdet. Die Probenentnahmen in der postoperativen 
Phase wurden streng protokollbasiert durchgeführt und dokumentiert. Ebenso wurde bei der 
Verarbeitung der Proben ein streng standardisiertes Procedere angewendet. Hierdurch und durch die 
geringe Anzahl der involvierten Personen sollte eine Verfälschung der Ergebnisse durch 
unterschiedliche Untersucher gering sein. Im Bereich der Aufarbeitung waren mehrere Schritte 
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erforderlich, in denen eine genaue Quantifizierung des Untersuchungsmaterials notwendig war. Durch 
Mehrfachzählungen und Mittelung der Ergebnisse wurde der Einfluss gering gehalten, es ist jedoch eine 
gewisse Schwankungsbreite in diesem Bereich unvermeidbar. Zwar wäre eine Reduktion von 
Aufbereitungsschritten für die durchflusszytometrische Untersuchung durch Verwendung von 
Vollblutproben möglich, wie dies beispielsweise von Mariucci et al. (2010) [67] durchgeführt wurde, 
jedoch wäre die Detektion von MNC in der Durchflusszytometrie durch große Mengen anderer Zelltypen 
erschwert worden. Des Weiteren hätte so kein Material für die weiteren Untersuchungen in der Zellkultur 
zu Verfügung gestanden. Die Auswertung der durchflusszytometrisch erhobenen Daten wurde zur 
Vermeidung einer Beeinflussung, durch verschiedene Untersucher, nur durch den Verfasser dieser 
Arbeit durchgeführt und stichprobenartig durch Dr. rer. nat. Cornelia Lux kontrolliert. Um die 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu wahren, wurde streng nach den Kriterien des ISHAGE-Protokolls 
[97] gearbeitet. Whitby et al. wiesen 2012 darauf hin, dass bei der Anwendung der ISHAGE-Kriterien in 
vielen Laboren Fehler auftreten, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse beeinflussen kann. [109] Mit 
dem Ziel, eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die Konzentrationsänderungen anderer 
Zellpopulationen zu minimieren, wurden die erhobenen Werte auf das Blutvolumen bezogen. Hierbei ist 
jedoch zu bedenken, dass wiederum durch patientenseitige Verdünnungseffekte Abweichungen 
auftreten können. 
Bei der statistischen Auswertung der gewonnen Daten wiesen einige der untersuchten Subpopulationen 
nicht die bei der Durchführung der ANOVA geforderte Normalverteilung [54] auf. Der amerikanische 
Mathematiker James Stevens beschäftigte sich 1999 in seinem Buch „Intermediate statistics, A modern 
approach“ mit diesem Problem. Er konnte darstellen, dass eine Abweichung von der Normalverteilung 
nur bei sehr kleinen Stichproben einen relevanten Effekt aufweist. So propagierte er, dass bereits 10-
20 Werte pro Messzelle bei mäßiger Abweichung von der Normalverteilung ausreichen, um valide 
Ergebnisse zu erhalten. [95] Die Anzahl der Werte pro Messzelle liegt in dieser Untersuchung mit je 13 
Werten in der Kontroll- und je 12 in der Therapiegruppe im geforderten Bereich. Zudem erreichte 
unabhängig von der Normalverteilung, keine der untersuchten Subpopulationen, mit Ausnahme von 
CD184+ PBMC, das Signifikanzniveau in Bezug auf einen Gruppenunterschied. Eine Konsultation von 
Herrn Prof. Dr.-Ing. Günther Kundt vom Institut für Biostatistik und Informatik in Medizin und 
Altersforschung der Universitätsmedizin Rostock bestätigte die in der vorliegenden Arbeit durchgeführte 
statistische Auswertung. 
Thomas et al. zeigten 2008 erstmals zirkadiane Schwankungen bei der Zahl im Blut zirkulierender EPC. 
[101] Al Mheid et al. zeigten 2014 Abweichungen von der individuellen durchschnittlichen Zellzahl von 
bis zu 24±26% bei CD34+ MNC und 44±40% bei CD34+/CD133+ EPC, wobei bei beiden Populationen 
das Maximum am Abend (20:00 Uhr) beobachtet wurde. Ebenfalls untersucht wurden CFU, welche mit 
54±36% einen analogen Effekt aufwiesen, jedoch zeigte sich hier das Maximum erst um Mitternacht. 
Die niedrigsten Zellzahlen wurden bei den drei Populationen am Morgen (8:00 Uhr) beobachtet. [4] 
Entsprechende Mechanismen könnten sich dadurch bemerkbar machen, dass sechs der untersuchten 
Probanden an OP-Zeitpunkt 2, das heißt nach Abschluss der ersten Operation des Tages, operiert 
wurden und somit die Probenentnahme bei diesen Probanden später erfolgte. Relativieren sollte sich 
dieser Effekt auf die Gesamtauswertung jedoch dadurch, dass die Verteilung der Probanden, mit je drei 
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Fällen in Therapie- und Kontrollgruppe, gleich war. Eine Rolle könnte dieser Mechanismus jedoch bei 
der Bewertung der 6-h-postOP Daten spielen, da diese stets zu einer anderen Tageszeit als die übrigen 
Zeitpunkte abgenommen wurde. 
Es sind mehrere patientenseitige Faktoren bekannt, welche zu Interferenzen mit EPC führen können. 
Einen möglichen Faktor stellt beispielsweise das Patientenalter dar. Chang et al. (2007) sahen im 
Mausmodell zwar keinen Einfluss des Alters auf die Gesamtzahl der EPC, jedoch führte ein höheres 
Alter zu einer verminderten Rekrutierung. Sie vermuteten hinter diesem Effekt eine verminderte 
Reaktionsfähigkeit des geschädigten Gewebes im Alter. [20] Das Patientenalter sollte in dieser Arbeit 
nur wenig Einfluss auf die erhobenen Daten haben, da mit einem Durchschnittsalter von 64,8 (SD: 11,5) 
Jahren eine eher ältere Population untersucht wurde. 
Ein weiterer möglicher Einflussfaktor ist das Geschlecht. Mit 18 männlichen und sieben weiblichen 
Probanden wurde zwar eine in Bezug auf dieses Merkmal inhomogene Gruppe untersucht, die 
Verteilung des Geschlechts war in Therapie- und Kontrollgruppe jedoch nahezu gleich. Ergänzend 
hierzu konnten Stauffer et al. (2008) sowie Ruszkowska-Ciastek et al. (2015) in ihren Untersuchungen 
keinen Einfluss des Geschlechts auf EPC nachweisen. [93, 87] Fadini et al. (2008) fanden bei Frauen 
im gebärfähigen Alter eine zyklusabhängige Mobilisation von EPC. In einer postmenopausalen 
Vergleichspopulation zeigte sich jedoch kein Unterschied zum männlichen Geschlecht. [31] Lediglich 
eine Probandin war in der vorliegenden Untersuchung mit 49 Jahren im potenziell gebärfähigen Alter. 
Demnach kann davon ausgegangen werden, dass das Geschlecht keinen Einfluss auf die Ergebnisse 
dieser Arbeit hatte. 
Der Einfluss einer KHK auf die Anzahl zirkulierender EPC wurde erstmals 2001 von Vasa et al. gezeigt. 
Entsprechende Patienten weisen demnach eine signifikant geringere Konzentration an EPC auf, als in 
einer gesunden Vergleichspopulation. [104] Egan et al. (2009) sowie weitere Autoren bestätigten diese 
Beobachtung. [29] Schmidt-Lucke et al. (2005) konnten zeigen, dass das Ausmaß dieser Verringerung 
der EPC- Konzentration mit der Progression der Erkrankung (KHK) korreliert. [88] Diese Beobachtung 
unterstützt die These von Werner et al. (2005), dass die Anzahl zirkulierender EPC invers, mit dem 
Risiko an einer kardialen Ursache zu versterben, korreliert ist. [107] Der Annahme folgend, dass 
Patienten, welche sich einer Bypass-Operation unterziehen, an einer interventionspflichtigen KHK 
leiden, weist die Population der vorliegenden Arbeit mit mindestens 76% einen hohen Anteil an diesem 
Merkmal auf. Die Verteilung der Probanden, welche sich keiner Bypass-Operation unterzogen, war mit 
je drei Fällen in Therapie- und Kontrollgruppe gleich. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass 
die Präsenz einer KHK kaum Einfluss auf die jeweiligen Gruppen hatte. Das individuelle Ausmaß der 
EPC-Reduktion erklärt möglicherweise jedoch die hohe Streubreite in den Ergebnissen. 
Neben dem bereits besprochenen Patientenalter und -geschlecht könnten auch weitere KHK-
Risikofaktoren [18] wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Adipositas, Hyperlipidämie oder 
Nikotinabusus Einfluss auf EPC haben. Die Daten zum Einfluss der arteriellen Hypertonie sind in der 
Literatur uneinheitlich. So konnten Vasa et al. (2001) keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl von 
EPC nachweisen. [104] Dagegen fanden Werner et al. (2006) eine entsprechende Korrelation. [108] 
Zudem konnten Lee et al. (2014) in ihrem Review den positiven Einfluss verschiedener Antihypertonika 
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zeigen. [59] Bei der Hyperlipidämie hingegen konnten mehrere Studien eine Reduktion von EPC zeigen. 
[108] Hinzu kommt, dass ebenfalls ein positiver Einfluss einer medikamentösen Therapie (Statine) 
gezeigt werden konnte. [59] Ruszkowska-Ciastek et al. (2015) stellten kürzlich in ihrer Arbeit die 
kontroverse Diskussion zum Einfluss des Nikotinabusus und der Adipositas dar. [87] Kachamakova-
Trojanowska et al. (2015) befassten sich unlängst mit dem Einfluss von Diabetes mellitus auf EPC. Auch 
bei dieser Erkrankung zeigten sich inhomogene Ergebnisse, die Mehrzahl der präsentierten Studien 
zeigte jedoch eine Reduktion von EPC durch Diabetes mellitus. [52] Durch den Ausschluss von 
Probanden unter Sulfonylharnstoff-Therapie konnte der Anteil von Diabetikern gesenkt werden, so dass 
der Einfluss dieses Faktors auf die Daten dieser Arbeit gesenkt wurde. Der Einfluss der anderen hier 
gezeigten Risikofaktoren kann aufgrund der geringen Fallzahl und der uneinheitlichen Bewertung in der 
Literatur nur unzureichend bewertet werden. Der Annahme folgend, dass Patienten mit einer KHK häufig 
mehrere, der hier gezeigten Risikofaktoren, aufweisen und der Anteil der Probanden mit KHK in der 
Versuchspopulation hoch ist, sollte der Einfluss der einzelnen Risikofaktoren auf die Ergebnisse dieser 
Arbeit jedoch gering sein. 
Im Gegensatz zur KHK weisen Patienten mit Herzinsuffizienz signifikant erhöhte Konzentrationen von 
EPC auf. [59] Die Ausprägung dieser Steigerung ist abhängig vom Stadium der Herzinsuffizienz. [103] 
Damit stellt die Herzinsuffizienz einen möglichen Einflussfaktor auf diese Arbeit dar, der jedoch durch 
Ausschluss von Patienten mit hochgradig eingeschränkter Pumpfunktion (EF <30%) [57] aus der RIP-
Heart-Studie begrenzt wurde. 
Patienten mit KHK weisen häufig auch eine COPD auf. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die 
Ausprägung einer KHK mit der Ausprägung der COPD korreliert. [26] Janssen et al. untersuchten 2014 
den Einfluss der COPD auf hämatopoetische Stammzellen (HPC). Die Autoren fanden eine, im 
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe, geringere Konzentration von HPC bei COPD Patienten. Bei den 
ebenfalls untersuchten EPC konnten sie diesen Effekt jedoch nicht nachweisen. [49] Palange et al. 
(2006) haben dagegen eine signifikant geringere Konzentration, sowohl bei HPC als auch bei EPC 
gezeigt. [75] Weitere Autoren konnten zeigen, dass sowohl die Mobilisierung [99] als auch die 
Funktionalität [64] von EPC bei Patienten mit COPD eingeschränkt ist. Durch den Ausschluss von 
Patienten mit schwerer COPD sollte ein entsprechender Einfluss minimiert worden sein. 
Interaktionen einer peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) mit EPC sind nicht eindeutig 
geklärt. Wie aus dem Review von Lee et al. (2014) hervorgeht, bedarf es weiterer Untersuchungen zur 
Klärung eines entsprechenden Einflusses der pAVK. [59] Durch Ausschluss von Patienten mit pAVK 
Stadium Fontaine 3 und 4 sollte ein möglicher Einfluss auf die vorliegende Arbeit jedoch gering sein. 
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4.2 CFU-Hill 
Die präoperativ gefundene durchschnittliche CFU-Hill-Koloniezahl pro ml Blut lag in der Analyse über 
alle Zeitpunkte bei 122 und in der Analyse über drei Zeitpunkte bei 118. In den Einzelwerten wiesen die 
Ergebnisse, wie auch in den durchflusszytometrischen Untersuchungen, eine hohe Streubreite auf. 
Palange et al. (2006) fanden in einem gesunden Kontrollkollektiv 30±4 CFU pro ml Blut. [75] Die zu 
erwartenden Koloniezahlen bei gesunden Probanden beziffert der Hersteller bei Männern mit 35±35 
CFU pro ml Blut und bei Frauen mit 26±23 CFU pro ml Blut. [94] Hill et al. (2003) propagierten, dass mit 
steigendem kardiovaskulärem Risiko die Zahl der CFU abnimmt. [45] Thum et al. (2005) demonstrierten 
wenig später, dass die Koloniezahl bei KHK-Patienten ausprägungsabhängig geringer ist als in der 
Normalbevölkerung. [102] Der Annahme folgend, dass ein Großteil der in der vorliegenden Studie 
untersuchten Probanden an einer interventionspflichtigen KHK leidet, wären niedrigere Werte, als in der 
Normalbevölkerung, zu erwarten. 
Weder in der Analyse über alle Zeitpunkte noch in der Analyse über drei Zeitpunkte zeigten sich 
signifikante Unterschiede zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. Der zeitliche Verlauf der Messwerte 
war in beiden Analysen grenzwertig nicht signifikant. Dies könnte jedoch auch an der verhältnismäßig 
geringen Fallzahl liegen. Interessanterweise zeigte der zeitliche Verlauf der Messwerte ein, von den 
Ergebnissen der durchflusszytometrischen Untersuchungen, abweichendes Bild. So fielen postoperativ 
die Werte im Verhältnis zu den präoperativen Daten ab und stiegen erst im Verlauf an. Einen erneuten 
Abfall der Zellzahlen, wie in der Durchflusszytometrie, konnte in der Zellkultur nicht festgestellt werden. 
Es wäre denkbar, dass sich hier unterschiedliche Reifestufen der EPC zeigen, so dass die CFU-Hill-
EPC postoperativ zur Wundheilung verbraucht werden und neue Zellen erst mit Verzögerung diese 
Reifestufe erreichen. 
4.2.1 Limitationen 
Ergänzend zu den Limitationen der Durchflusszytometrie, ist bei der Zellkultur insbesondere die relativ 
geringe Fallzahl zu nennen. Unter Zusammenschau aller Ergebnisse dieser Arbeit sind signifikante 
Unterschiede zwischen Therapie- und Kontrollgruppe in der Zellkultur jedoch unwahrscheinlich. 
Untersucherabhängige Einflussfaktoren wurden dadurch vermindert, dass alle Untersuchungen der 
Zellkultur durch den Verfasser dieser Arbeit durchgeführt wurden. Wie auch bei der Analyse der Daten 
der Durchflusszytometrie wurden die Ergebnisse der Zellzählung stichprobenartig durch Dr. rer. nat. 
Cornelia Lux kontrolliert, um einen systematischen Fehler des Untersuchers zu vermeiden. 
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4.3 Fazit 
Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit sollen zur Klärung des Einflusses der ischämischen 
Remotepräkonditionierung (RIPC) auf die Mobilisierung von endothelialen Progenitorzellen (EPC) 
beitragen. Bei der RIPC handelt es sich um einem Therapieansatz zur Minimierung von Schäden durch 
nachfolgende Ischämien des Herzens. Die EPC spielen in der Regeneration eben solcher Schäden eine 
wichtige Rolle. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte, weder durch die durchflusszytometrischen Messungen, noch durch 
die Zellkultur, ein Zusammenhang zwischen der RIPC und der Mobilisierung von EPC nachgewiesen 
werden. Gezeigt wurde jedoch eine Mobilisierung unabhängig von dem Einfluss der RIPC. Vermutlich 
wurde diese ausgelöst durch den operativen Eingriff selbst sowie möglicherweise die damit 
zusammenhängende temporäre globale Ischämie der Herzens. 
Dies deckt sich mit den zwischenzeitlich publizierten Ergebnissen anderer Autoren. Prasad et al. (2013) 
untersuchten unter anderem den Einfluss der RIPC unmittelbar vor einer perkutanen 
Koronarintervention (PCI) auf die Mobilisierung von EPC, wobei sich kein Zusammenhang zeigte. [82] 
Limitierend ist bei dieser Studie zu erwähnen, dass lediglich die Zellzahlen vor und nach PCI im 
Vergleich zu einer Kontrollgruppe untersucht wurden. Aussagen über verzögerte Effekte sind somit nicht 
möglich. Jimenez-Navarro et al. (2011) beobachteten die Konzentrationen an zirkulierenden EPC in der 
Woche nach einem Myokardinfarkt bei Patienten, in Abhängigkeit einer Angina pectoris im Zeitraum von 
3-7 Tagen vor dem Infarkt. Sie konnten keinen signifikanten Unterschied feststellen. [50] Unter 
Einbeziehung der vorgenannten Autoren und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann man davon 
ausgehen, dass die RIPC keinen signifikanten Einfluss auf die kurzfristige Mobilisierung von EPC hat. 
Die inzwischen publizierten Ergebnisse der  RIPHeart-Studie [68] sowie der ERICCA-Studie [40] geben 
Grund zur Neubewertung der klinischen Relevanz der RIPC. Beide Phase-III-Studien untersuchten 
erstmals in großen Studienpoulationen (RIPHeart n=1612, ERICCA n=1403) das Auftreten harter 
klinischer Endpunkte in Abhängigkeit einer präoperativen RIPC-Behandlung. Im Falle der  RIPHeart-
Studie waren die primären Endpunkte Tod, Myokardinfarkt, Schlaganfall, akutes Nierenversagen, neu 
aufgetretenes Vorhofflimmern und Delir. Die ERICCA-Studie untersuchte primär das Auftreten von Tod 
durch kardiale Ursachen, nicht-letale Myokardinfarkte, Schlaganfall und koronare Revaskularisierung. 
Beide Studien konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Therapie- und Kontrollgruppe 
beobachten. Diese Ergebnisse widersprechen der bisherigen Annahme einer kardioprotektiven Wirkung 
der RIPC und werden dementsprechend kontrovers diskutiert. Heusch et al. (2016) wiesen kürzlich 
darauf hin, dass methodische Schwächen der Studien und die ausschließliche Untersuchung im 
Rahmen von Herzoperationen keine generellen Aussagen über die kardioprotektive Wirksamkeit der 
RIPC zulassen. [44] Die abschließende Interpretation dieser Ergebnisse ist damit noch offen. In 
Zusammenschau der  RIPHeart- und ERICCA-Studie mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit 
muss die klinische Relevanz dieser als gering eingeschätzt werden, da weder ein signifikanter Effekt zu 
beobachten war, noch die klinische Relevanz der RIPC abschließend geklärt ist. 
Zur weiteren Klärung zellulärer Mechanismen der RIPC wären weiterführende Untersuchungen 
notwendig. So könnten andere Zellpopulationen, wie beispielsweise CD184+ Zellen, näher untersucht 
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werden. Eine größere Probandenzahl würde es erleichtern, die zu erwartenden geringen Unterschiede 
deutlicher abzugrenzen. Weiterhin wären Untersuchungen von über einen längeren Zeitraum 
regelmäßig wiederholten RIPC-Behandlungen interessant. Liang et al. (2015) fanden kürzlich Hinweise 
auf eine mögliche EPC-Mobilisierung durch Langzeit-RIPC, [62] auch Johnsen et al. (2016) zeigten, 
dass die Effektivität der RIPC von Anzahl und Dauer der RIPC-Zyklen abhängt. [51] Abschließend 
könnte eine nähere Untersuchung des beobachteten zeitlichen EPC-Konzentrationsverlaufs nach 
Herzoperation, insbesondere des Abfalls nach 48 Stunden, erfolgen. Zur Klärung des Phänomens 
wären beispielsweise weiterführende Untersuchungen zu Entwicklungsstadien und Aufenthaltsorten der 
EPC nach Herzoperationen im zeitlichen Verlauf interessant.
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Zusammenfassung 
Zahlreiche Untersuchungen der letzten Dekaden offenbarten Hinweise auf ein kardioprotektives 
Potenzial, sowohl der ischämischen Remotepräkonditionierung (RIPC) als auch der Transplantation 
endothelialer Progenitorzellen (EPC). Ein entsprechender Zusammenhang wurde jedoch zu Beginn 
dieser Arbeit noch nicht untersucht. 
Zur Klärung des Einflusses der ischämischen Remotepräkonditionierung (RIPC) auf die Mobilisierung 
endothelialer Progenitorzellen (EPC) wurden 50 freiwillige Probanden, im Rahmen einer elektiven 
herzchirurgischen Operation mit Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine, untersucht. Die Rekrutierung der 
Probanden erfolgte aus dem Studienkollektiv der  RIPHeart-Studie, welche durch ihr Studiendesign eine 
doppelt-verblindete Randomisierung bot. Präoperativ wurden je nach Zuordnung zu Therapie- oder 
Kontrollgruppe mehrere Zyklen der RIPC durchgeführt. Den Probanden wurde sowohl präoperativ als 
auch zu definierten Zeitpunkten (6 Stunden, 48 Stunden, 6 Tage) postoperativ Blut entnommen, welches 
anschließend quantitativ auf EPC untersucht wurde. Zu diesem Zwecke wurden in der 
Durchflusszytometrie (FACS) unter Einhaltung der ISHAGE-Kriterien verschiedene Kombinationen der 
Oberflächenmarker CD34, CD133, CD117 und CD184 untersucht. Darüber hinaus wurden über eine 
spezifische Zellkultur (CFU-Hill) EPC identifiziert. 
Innerhalb der untersuchten EPC-Populationen zeigten sich weder in der Durchflusszytometrie noch in 
der Zellkultur im Verlauf signifikante Unterschiede zwischen der Therapie- und Kontrollgruppe. Es 
konnten jedoch signifikante Veränderungen der Zellkonzentration im zeitlichen Verlauf, unabhängig von 
der Gruppenzugehörigkeit, gezeigt werden. So imponierte nach initialem postoperativem Anstieg der 
EPC-Zahl nach 48 Stunden ein Abfall, gefolgt von einem erneuten Anstieg der Zellkonzentration am 
sechsten postoperativen Tag. Darüber hinaus wurden Hinweise auf Effekte bei einer Zellpopulation, 
welche nicht zu den originär untersuchten EPC zählen, gefunden. So zeigte sich ein signifikanter 
Unterschied zwischen der Therapie- und Kontrollgruppe bei CD184+ Zellen. Da dieser Marker jedoch 
von unterschiedlichen Zellpopulationen exprimiert wird, ist eine spezifische Einordnung dieses 
Ergebnisses nicht möglich. 
Die durch diese Arbeit gewonnenen Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass eine kurz vor der 
Operation durchgeführte RIPC keinen Einfluss auf die Mobilisierung von EPC hat. Die Operation selbst 
scheint jedoch ein starker Trigger für eine solche Mobilisierung zu sein.
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Thesen 
1. Eine unmittelbar präoperativ durchgeführte ischämische Remotepräkonditionierung durch 
wiederholte Ischämie der Armmuskulatur im Rahmen von herzchirurgischen Operationen, führt 
nicht zu einer vermehrten Mobilisierung von endothelialen Progenitorzellen. 
 
2. Herzchirurgische Operationen unter Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine stellen einen 
starken Induktor für die Mobilisierung von endothelialen Progenitorzellen dar. 
 
3. Die Mobilisierung der endothelialen Progenitorzellen, im Rahmen von herzchirurgischen 
Operationen unter Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine, weißt nach einem initialen 
Anstieg der Konzentration einen Abfall gefolgt von einem erneuten Anstieg auf. Es kann daher 
von einem mindestens biphasischen Verlauf ausgegangen werden. 
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d  day(s), Tag(e) 
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ERICCA Effect of Remote Ischaemic preConditioning on clinical outcomes in patients 
undergoing Coronary Artery Bypass Graft surgery 
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FcR-Block Fragment crystallizable Receptor-Blocking Agent 
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FMO  Fluorescence minus one 
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HIV-1  human immunodeficiency virus 1 
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LSM  lymphocyte separation medium, Lymphozyten Trennmedium 
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OP  Operation 
pAVK  Periphere Arterielle Verschlusskrankheit 
PBMC  peripheral blood mononuclear cell(s), Mononukleare Zelle(n) aus peripherem Blut 
PBS  phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlösung 
PCI  Perkutane Koronarintervention 
PE  Phycoerythrin 
PE-Cy  Phycoerythrin-cyanin 7 
PKC-ɛ  ProteinkinaseC (Isotyp ɛ) 
postOP  Postoperativ 
präOP  Präoperativ 
RCX  Ramus circumflexus 
RIPC  Remote ischemic preconditioning, ischämische Fern-Präkonditionierung 
RIPHeart remote ischemic preconditioning in heart surgery 
RIVA  Ramus interventricularis anterior 
SCFR  stem cell growth factor receptor, Stammzellfaktor-Rezeptor 
SD  standard deviation, Standardabweichung 
SDF-1  stromal derived factor-1 
SIRS  Systemic inflammatory response syndrome 
SWOP  Second window of protection 
Syn.  Synonym 
V  Volumen 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
VEGFR-2 vascular endothelial growth factor receptor 2 
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